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第１章 序論 
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作物の育種における遺伝変異の創出には、交配などによる種外を含めた遺伝資源からの遺伝情報の
取り込みおよびそれら遺伝情報の組換えと、自然発生あるいは人為的な誘発による遺伝情報の機能破
壊を含む機能改変が利用される。栄養繁殖性の作物、特に花卉や果樹において、体細胞変異による遺伝
情報の機能改変は有用な育種の手段として用いられてきた。そして、体細胞変異の効率上昇を目的に、X
線、γ 線やイオンビームなどの放射線照射やエチルメタンスルフォン酸やニトロソ化合物などDNA損傷を
引き起こす化学物質の使用、ソマクローナル変異を引き起こす組織培養などが利用されてきた。体細胞
変異の原因として、DNA レベルでは塩基置換、挿入、欠失、メチル化、脱メチル化、染色体レベルでは挿
入、欠失、転座などがあげられる。このような遺伝情報の変化を引き起こすひとつの要因としてトランスポ
ゾンの関与が考えられる。MCCLINTOCK (1951) によりゲノム内を転移する因子として Ac/Dsが発見され
て以来、各種のトランスポゾンが同定されてきた。特に、穀粒、花弁、果皮などに見られる色の変異や斑
入りは、可視的に遺伝子の機能を把握できることから、色素合成に関与する遺伝子およびトランスポゾン
の同定に貢献してきた(CLEGG and DURBIN 2000; KOBAYASHI et al. 2004; WINKEL-SHIRLEY 2001)。また、
遺伝子同定の手段として、トランスポゾンを積極的に利用しトランスポゾンの挿入による遺伝子機能破壊
を誘発するトランスポゾンタギングが用いられるようになり、モデル植物であるイネやシロイヌナズナでトラ
ンスポゾンタグラインが変異体遺伝資源として整備されている。 
各種生物のゲノムが解読され、植物、動物を問わず真核生物ゲノムの大きな部分を多数のトランスポ
ゾンが占めていることが明らかとなった。転移活性はみられないもののヒトゲノム(3Gb)の 45%は、300万
コピー以上のトランスポゾン由来の塩基配列からなる(INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING 
CONSORTIUM 2001)。0.4 Gbとゲノムサイズの小さい植物であるイネもゲノム塩基配列の2～4割がトラン
スポゾンに由来する(GOFF et al. 2002; INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT 2005; 
TURCOTTE et al. 2001; YU et al. 2002)。なぜこのように多くのトランスポゾンに由来する塩基配列がゲノ
ムを構成しているのかは明らかになってはいない。トランスポゾンは、クラス 1、クラス 2のふたつのクラス
に大別される。クラス 1 は、RNA への転写を介しコピー & ペーストによりゲノム内を移動する。したがっ
て、トランスポゾンは元の位置に挿入したまま新たな位置に挿入が生まれる。long terminal repeat (LTR)
および非 LTR の long interspersed nuclear element (LINE)、short interspersed nuclear element 
(SINE)と呼ばれるレトロトランスポゾンがクラス 1に属する。これに対しクラス 2は DNA型トランスポゾン
とも呼ばれ、元の位置から新たな挿入位置へトランスポゼースと呼ばれる酵素を利用しカット &ペースト
によりゲノム内を移動する(CHARLESWORTH et al. 1994; FINNEGAN 1992)。これらのトランスポゾンは、移
動に際してトランスポゾンの切り出しに必要な酵素であるトランスポゼースを自らコードする自律性因子と、
トランスポゼースをコードしない非自律性因子に二別される。非自律性因子の転移には、その因子外にコ
ードされるトランスポゼースの供給が必要となる。クラス2トランスポゾンは、塩基配列の特徴やトランスポ
ゼースの類似性から hAT (Ac/Ds)、CACTA (En/Spm)、Mu、Mariner、MITE (miniature inverted-repeat 
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transposable elements) などに分類される。これらほとんどすべてのトランスポゾン様配列はゲノム中を
転移する能力を失っていると考えられるが、ゲノムや個々の遺伝子の進化に影響を与えてきたと示唆さ
れている。このようなトランスポゾンの影響は単一の遺伝子の機能改変にとどまらず、挿入、脱離、染色
体切断、過度の組換えなどを介したゲノムの再構成にもおよぶと考えられている(BENNETZEN 2000)。ま
た、ゲノム中に数多く存在し 600 bp以下と小さいトランスポゾンである MITEの転移に伴い、ポリ Aシグ
ナル、転写開始点、TATA ボックス、スプライシング部位、イントロンが運ばれ、新たな遺伝子が出現する
ことも報告されている(OKI et al. 2008)。MITEの転移は分子系統学的にゲノムを比較することによる挿入
位置の相違から予想されるが、実際に転移の能力を有する MITE はイネで最初に発見されたものの
(JIANG et al. 2003; KIKUCHI et al. 2003; NAKAZAKI et al. 2003)ごく限られた報告があるにすぎない。 
このようにトランスポゾン様配列は様々な真核生物種に数多く存在するが、実際に転移活性をもち体細
胞変異に寄与するトランスポゾンは限られていると考えられる。また、どのようなトランスポゾンが育種の
場面で利用されてきたのかについて議論するには知見が少ない。そこで本研究では、栄養繁殖性作物で
実際に品種育成に用いられた色素に関する枝変わり、変異遺伝子および培養変異を解析することにより
体細胞変異に関わる転移能を有するトランスポゾンを同定し、トランスポゾンが遺伝情報の破壊に関与す
ることの検証を試みた。第2章ではカーネーションの枝変わりによる花色変異、第3章ではカーネーション
の花色の濃淡を決める遺伝子、第4章ではプロトプラスト培養によるばれいしょの塊茎皮色の培養変異に
ついて、それぞれの変異の原因遺伝子を同定するとともに変異の原因を明らかにし、トランスポゾンが
各々の変異に関与することを例証した。 
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第２章 カーネーションの枝変わり変異を誘発する 
hAT トランスポゾン 
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2.1 緒言 
 
枝変わりは体細胞変異に由来する枝や個体が生じる事象であり、柑橘のような果樹や花きなど栄養繁
殖性作物の育種において重要な変異創出の手段である(LIU et al. 2009; vAN HARTEN 2002)。品種育成
上の重要性にも関わらず、分子レベルで枝変わりを解析した例はあまり報告がない。たとえひとつの体細
胞に遺伝的な変異が生じても、細胞分裂を経ない限り枝変わりは生じない。また細胞分裂した場合でも変
異が葉や花弁の一部にとどまる場合も多い。クローン化を可能とする枝変わりが生じるためには、茎頂な
どの分裂組織に体細胞変異が起こる必要がある。茎頂分裂組織の表皮あるいは内層で独立に起こった
体細胞変異は、垂層分裂により層内に維持され周縁キメラとなる(DAWE and FREELING 1991)。実際にキ
クとカーネーションでそれぞれ枝変わり系統間で表層と内層が遺伝的に異なること(SHIBATA et al. 1998; 
WOLFF 1996)、DNAのメチル化に相違があること(YOSHIDA et al. 2004)が報告されている。このような周
縁キメラは、通常は独立に維持されている各層間がときとして入れ換わることにより不安定であることが
知られている。例えば、表層と内層で異なる花色の遺伝情報を有する周縁キメラで、表層の細胞に傷害
がおこり内層の細胞が表層を構成するようになると、色の異なる花が着生する。この場合、既に内在して
いる遺伝的変異が、層の入れ換えによって表現型に現れる事象である。 
このような体細胞に生じる遺伝的変異に、トランスポゾンの脱離が直接関与し枝変わりをおこすという
知見もいくつか報告されている。白から赤へのブドウの果皮の枝変わりは、Gret1というレトロトランスポゾ
ンがアントシアニン生合成を制御する遺伝子から抜け出ることにより、遺伝子機能が復帰した結果である
(AZUMA et al. 2009; KOBAYASHI et al. 2004)。また、アサガオで、アントシアニン生合成に関わる
dihydroflavonol-4-reductase (DFR) 遺伝子に挿入しているEn/Spmに属するTpn1というトランスポゾン
が抜け出ることにより、元来は斑入りの花をつける個体から単色の花を着生する枝が生じることが報告さ
れている(INAGAKI et al. 1996)。トランスポゾンの直接的な関与以外の枝変わりの要因としては、
Gentiana属植物での 1塩基置換(NISHIHARA et al. 2011)、ブドウでの大きな欠失(WALKER et al. 2006; 
YAKUSHIJI et al. 2006)の報告などがある。 
カーネーション(Dianthus caryophyllus)は、世界的に重要な花きであり多数の品種が枝変わりにより育
成されている。例えばシム系と呼ばれる約 400の枝変わり品種はWilliam Sim という 1つの品種に由来
する(MATO et al. 2000)。生育性や草型が同一で花の色のみ異なる品種群は、生産者がさまざまな花色
の生産物を同一の栽培管理により効率よく生産することが可能であるために花きでは重要である。これま
でにカーネーションの花色素やそれらの生合成に関わる遺伝子について多くの知見が得られている。カ
ーネーションは花色素としてアントシアニンとカルコンの誘導体をもつが、アントシアニジンとしてはペラル
ゴニジンとシアニジンのみの存在が明らかとなっている(FUKUI et al. 2003)。また、カーネーションのアント
シアニンとして濃いピンクで 3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) pelargonidin 6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate 
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(Pg3,5cyclicmalyldG)、紫色で  3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) cyanidin 6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate 
(Cy3,5cyclicmalyldG)が同定されている(BLOOR 1998; NAKAYAMA et al. 2000)。 
古典的な遺伝学的研究によりカーネーションの花色に関わるいくつかの遺伝子座が報告されているが、
R 座がアントシアニジン B 環の水酸基数を制御し、ペラルゴニジンの代わりにシアニジンを合成するのに
必要であることが報告されている (GEISSMAN and MEHLQUIST 1947)。その後、R 座と flavonoid 
3'-hydroxylase (F3'H)の酵素活性が密接な関係にあることが明らかとなった(SPRIBILLE and FORKMANN 
1982)。F3'H はペラルゴニジンの前駆体であるジヒドロケンフェロールの B 環に水酸基を導入しシアニジ
ンの前駆体であるジヒドロケルセチンを生成する酵素である。F3'H遺伝子はペチュニアから最初に単離さ
れたが(BRUGLIERA et al. 1999)、カーネーションの F3'H遺伝子はGenBankに可能性のある配列として
DQ371290が登録されているにすぎない。 
カーネーションの花色に関わる遺伝子の多くが明らかとなっているが(ABE et al. 2008; BRITSCH et al. 
1993; ITOH et al. 2002; MATO et al. 2000; MATSUBA et al. 2010; OGATA et al. 2004; YOSHIMOTO et al. 
2000)、この中でアントシアニジンの5位を配糖化する酵素である5-O-glucosyltransferaseの機能喪失遺
伝子の原因が、LTR (long terminal repeat)レトロトランスポゾン Ty1dic1 と LINE (long interspersed 
nuclear element-like sequence)であるRetdic1のいずれかあるいは両配列の挿入によることが報告され
ている(NISHIZAKI et al. 2011)。また、hATに属する非自律性のトランスポゾンdTdic1を遺伝子内部にもつ
DFR 遺伝子と chalcone isomerase (CHI)遺伝子は、それぞれ花の斑の原因であることが報告された
(ITOH et al. 2002)。DFRから dTdic1が脱離することにより、遺伝子機能が復帰しアントシアニンが合成さ
れることにより、白地に赤の斑やセクターが現れると考えられた。また、CHI 遺伝子の場合は、遺伝子の
復帰により黄色地に白の斑やセクターが出現した。このように dTdic1 の転移により可視的な変化が花弁
に現れるが、枝変わりへの関与については記載がない。また、dTdic1 は非自律性因子であるがこのトラ
ンスポゾンの転移に関与するトランスポゼースは同定されていない。 
このような花色の斑や枝変わりはカーネーションでしばしば観察される事象である。本研究では、紫色
の品種ミセスパープルから得られた濃ピンクの枝変わり品種ミセスピンクを材料に、紫から濃ピンクへの
花色の枝変わりについて、その原因を明らかにすることを目的に遺伝子レベルでの解析を行なった。 
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2.2 材料および方法 
 
2.2.1 植物材料 
濃ピンク花色であるポットカーネーション品種ミセスピンク(MPi)は、紫花色の品種ミセスパープル
(MPu)の枝変わりとして得られた品種である(キリンビール株式会社)。その他のカーネーション品種は
Barberet & Blanc, S.A.から入手した。Dianthus chinensis、D. barbatusおよびGypsophila elegansの
種子および品種男爵薯のタネイモ(Solanum tuberosum)は種苗店より購入した。すべての材料は温室で
育成し、葉あるいは花弁より DNAおよび RNAを抽出し用いた。 
 
2.2.2 色素分析 
花弁から 10%酢酸により(10% w/v) 抽出した色素 10 μl を、フォトダイオードアレイ検出器を装備した
HP1100 システム(Agilent Technologies-Yokokawa Analytical Systems)により分析した。カラムは
Inertsil ODS-2 (4.6 mm × 250 mm, GL Sciences) を用い、カラム温度は40ºCとした。移動相には、A液
(1.5% H3PO4)、B液(1.5% H3PO4, 40% 酢酸, 50% アセトニトリル)を用い、グラジエント条件を 0→ 40
分(A：B＝90：10→ A：B＝50：50)、流量を 0.8 ml/分とし、200-600 nmの吸収スペクトルを検出した。 
 
2.2.3 PCRおよび塩基配列決定 
本章で用いたPCRは、特に記載がない場合は以下の条件で行なった。95˚C; 3分の変性を行なったの
ちに、95˚C; 30秒、56˚C; 30秒、72˚C; 2分のサイクルを 30回行い、最後に 72˚Cで 3分伸長反応を行
なった。本章の実験で用いたPCR用のプライマー塩基配列をTable 2.1に、また、それらのおよその位置
を Fig. 2.1 に示す。塩基配列決定は、電気泳動により分離した DNA をゲル片から MagExtractor 
(Toyobo)を用いて回収し、直接あるいはTOPO TA cloning kit (Invitrogen)を用い pCR 4-TOPOへクロー
ニングしたのちに、ABI PRISM 310 genetic analyzer (Applied Biosystems)により行なった。 
 
2.2.4 cDNA解析 
約 100 mgの色づき始めたつぼみの花弁あるいは葉から RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)を用いてト
ータルRNAを抽出した。抽出した RNAを材料にGeneRacer kit (Invitrogen)により cDNAを合成した。
F3'H遺伝子の内部配列を明らかにするために 4種の植物の F3'H遺伝子、Torenia hybrida, GenBank 
accession no. AB057672 (UEYAMA et al. 2002)、Glycine max, GenBank accession no. AB061212 
(TODA et al. 2002)、Arabidopsis thaliana, GenBank accession no. AF155171および Petunia hybrida, 
GenBank accession no. AF155332 (BRUGLIERA et al. 1999)、に見出された 4箇所の保存された領域に
2組のプライマーを設計した。これらのプライマーを用いたネステッドPCR(1回目増幅；プライマー1とプラ
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イマー2、2回目増幅；プライマー3とプライマー4)により得られた増幅産物の塩基配列を決定した。次に得
られた塩基配列からプライマーを設計し、GeneRacer kit (Invitrogen)を用いた 5' RACEおよび 3' RACE 
を行った。キットに添付のプライマーと明らかとなった塩基配列を基に設計した F3'H 遺伝子特異的プライ
マー(5'RACE1回目増幅；プライマー5、2回目増幅；プライマー6、3' RACE1回目増幅；プライマー7、2回
目増幅；プライマー8)を用い、得られた産物をクローニングしたのち塩基配列を決定した。この配列からプ
ライマー9と 10を設計し F3'H cDNA全長を増幅し塩基配列を決定した。 
F3'H遺伝子の転写解析のコントロールとして実施した、chalcone isomerase (CHI) 部分長の増幅は、
GenBank accession no. AF250367 の配列を参考に設計したプライマー、DcCHIF と DcCHIR を用い
た。 
Tdic101のトランポゼース遺伝子の転写解析は、伸長反応を 72˚C; 30秒、25サイクルとした RT-PCR
により行なった。用いたプライマー組は以下である。Tdic101 トランスポゼース; プライマー11 と 12、アク
チン; DcActinF と DcActinR (MATSUBA et al. 2010)、 F3'H; プライマー8と 13。 
 
2.2.5 F3'H遺伝子の解析 
DNAは約 100 mgの葉あるいは花弁からWALBOT and WARREN (1988)の方法を参考に抽出した。2
種のプライマー組を用い(1回目増幅；プライマー9と14、2回目増幅；プライマー15と10)、ネステッドPCR 
(伸長反応 5分) により F3'H遺伝子の増幅を行なった。増幅産物は電気泳動の後ゲル片から回収し直接
塩基配列を決定したが、MPuの第 2エクソンだけは、プライマー16と 17による PCR(伸長反応 30秒)に
より得られた増幅産物をクローニングした後に決定した。 
MPi に現れた先祖返りした紫色の花弁から DNA を上述と同様に抽出し、プライマー18 と 19 を使用し
た PCR によって得られた増幅産物の塩基配列を直接決定することによりフットプリント塩基配列を調査し
た。 
 
2.2.6 Tdic101の塩基配列決定とトランスポゾンディスプレイ 
F3'H 遺伝子上に設計した 2 組のプライマーを用いた(1 回目の増幅；プライマー20 と 21、2 回目の増
幅；プライマー19 と 8)インバース PCR(伸長反応 5分)により、MPi 特異的な 1.7 kb産物を得、Tdic101
を含む塩基配列を決定した。なお鋳型には HindIII で消化した後、4℃でセルフライゲーションを一晩行な
ったMPiのDNAを用いた。得られた配列からプライマー22を合成し、F3'H遺伝子の第 2イントロン上の
プライマー23との組み合わせで伸長反応 5分の PCRを行い、MPiから 3.2 kbの断片を得、Tdic101の
残りの部分の塩基配列を決定した。 
Tdic101末端に外向きに設計したプライマー24およびトランスポゼース遺伝子に外向きに設計したプラ
イマー25 を用い、HindIII消化後セルフライゲーションした DNA を鋳型にしたインバース PCR（伸長反応
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5分）により、Tdic101のトランスポゾンディスプレイを行なった。 
 
2.2.7 dTdic102の塩基配列決定とトランスポゾンディスプレイ 
Tdic101の両末端の塩基配列にそれぞれBglII 認識配列を 5'末に付加したプライマー 26と27を用い
伸長反応 5分の PCR により、MPiの DNAから Tdic101 様断片を増幅した。増幅産物のうち比較的増
幅量が多いと考えられた 0.7 kbの断片について塩基配列を決定し dTdic102塩基配列とした。 
dTdic102のトランスポゾンディスプレイは、Tdic101の場合と同様に HindIII消化後セルフライゲーショ
ンしたDNAを鋳型に、インバースPCR(伸長反応5分)を利用し以下のプライマーを用いて行なった。上述
の 0.7 kbの塩基配列上に外向きに設計したプライマー28と 29(1回目増幅)、 プライマー30と 31(2回目
増幅)。トランスポゾンディスプレイにおいて検出された MPi 特異的なバンドをゲルから回収し塩基配列を
決定した。この配列からプライマー(プライマー32と33)を作成し、dTdic102を含む配列を増幅した。また、
このプライマー組により dTdic102挿入のない対立遺伝子と考えられる断片および dTdic102挿入がおこ
る前の対応する箇所を増幅し、塩基配列を決定した。 
 
2.2.8 Tdic101の分布 
 Tdic101のトランスポゼース遺伝子に設計したプライマー12 と 25を用い、各種植物での Tdic101の存
在を評価した。ゲノム DNAは、各種植物の葉約 100 mgからWALBOT and WARREN (1988)の方法を用
い抽出した。 
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Table 2.1 Primer sequences used in this study 
No. Primer Sequence (5' to 3') 
1 F3'HF1 GGNTTCGTNSAYGTNGTNGT 
2 F3'HR1 GCCCKTTGNARNGTNAGNCCRTA 
3 F3'HF2 AATTTCNNNAGYMGNCCACC 
4 F3'HR2 CGNCCNGCNCCRAANGGDAT 
5 F3'H5'GSP1 AAGTCGGAAAACCTCTTTGAT 
6 F3'H5'GSP2 TAGCAAGGCCTTAATTTCTGTG 
7 F3'H3'GSP1 AGCAGGAACAAAGCCAGTACA 
8 F3'H3'GSP2 TAAACGGGTACCACATTCCCA 
9 DcF3'HF1 CTCACATTCACACCTCACTTAC 
10 DcF3'HR2 CTGGTCTAATGCCTCACATTAT 
CHI DcCHIF
a
 TCTTGTCAATATGGCTACATCG 
CHI DcCHIR
a
 TGGAACACACTGGTTTACGAG 
11 101F4 GGTCTAGTTAGTCAGCTACGG 
12 101R2 CGGCATCCATCCAATCTTTGT 
Actin DcActinF
b
 CCGACCACCTCATGAAGATT 
Actin DcActinR
b
 AGCAATGTACGCCAGCTTCT 
13 DcF3'HR3 GTAAGGTAAGCCCATAAGCCTCATCCA 
14 DcF3'HR1 ACGACCCTTAGATGCACATCA 
15 DcF3'HF2 TTCCTACCCACCAAAACAAAAC 
16 DcF3'HF3 AGACGCGTGAATAATCATTCGA 
17 DcF3'HR6 AGAAATGACTGAATCGAAACTGC 
18 DcF3'HF4 CCAGTACAACTAGGACAACTAC 
19 DcF3'HR5 GTTTGAATAGTTATTGATTTGTAGAACGTC 
20 DcF3'HR4 GTTAACAATTCAATACTCAGTACA 
21 DcF3'HF7 TGAGACCATAGAGTAAATTTTATC 
22 101R3 GAGACTCATAGTGGTTATATACA  
23 DcF3'HF5 TCAGTAGAGCTGAATTAAGCCA  
24 101R6 TCGTGCCGTGCACCGGTTT  
25 101F3 TGATCCGGATTTGTATAAAGATG  
26 101F1 AGATCTAGAGCTGGCAAACCGGTGC  
27 101R1 AGATCTAGAGCTGGCAAAAAAACGGGC  
28 102R1 CCGTTAACTTGCAGGAGAATG 
29 102F1 CGAATACCGTGCTTTGGACG 
30 102R2 GCACCGGTTTGCCAGCTCTA 
31 102F2 CCCGTTTTTTTGCCAGCTCTA 
32 102siteF TACGTAGAGCTATATTATCATAAC 
33 102siteR ACTCACAGCTTATATGGTGTGT 
a; The primer was used in Fig. 2.3a. 
b; The primer was used in Fig. 2.3b. 
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Fig. 2.1 Approximate positions of primers listed in Table 2.1 for F3'H (a), Tdic101 (b) and 
dTdic102 (c). Black arrow heads show primers and their orientation. Coding regions (shaded 
boxes) in F3'H, the transposase (black bar) in Tdic101 and the TIRs (terminal inverted repeats, 
open triangles) are indicated. 
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2.3 結果 
 
2.3.1 枝変わりの分子レベルでの解析 
 濃ピンク花色であるポットカーネーション品種ミセスピンク(MPi)は、紫花色であるミセスパープル(MPu)
の枝変わりにより得られた品種であるが、時に紫色のセクターや紫花などの先祖返りがみられる(Fig. 
2.2a-d)。両品種の花弁色素を分析したところ、MPi は  3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) pelargonidin 
6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate (Pg3,5cyclicmalyldG)、MPu は 3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) cyanidin 
6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate (Cy3,5cyclicmalyldG)を有することが明らかとなった。Fig. 2.2eに示すとお
り、これら 2つのアントシアニンの相違はアグリコン B環 3'位の水酸基の有無のみである。このことから、
紫から濃ピンクへの枝変わりに、ペラルゴニジンの前駆体であるジヒドロケンフェロールの B 環へ水酸基
を導入しシアニジンの前駆体であるジヒドロケルセチンを生成する酵素である flavonoid 3'-hydroxylase 
(F3'H)が関与することが明らかである。F3'H の機能喪失により紫(MPu)から濃ピンク(MPi)への枝変わり
が生じ、機能の復帰により紫への先祖返りが起こると考えられた。 
 そこで、RT-PCRにより F3'H遺伝子の転写を解析したところ、MPi花弁ではMPuに比べて顕著に転写
物の量が少なかった。一方、色素合成において F3'Hの上流の酵素である chalcone isomerase (CHI)遺
伝子の転写量は両品種で相違がなかった(Fig. 2.3a)。これら F3'H増幅産物の塩基配列をダイレクトシー
クエンシングにより決定したところ、MPuの転写物は 514アミノ酸からなるタンパク質をコードしていた。一
方、MPiの転写物は 1塩基(G)の挿入によりフレームシフトしており 193アミノ酸からなるタンパク質をコー
ドしていた。前者は機能を有すると考えられたが、後者はP450のコンセンサス配列をもたない不完全なタ
ンパク質であることから酵素活性をもたないと考えられた。ダイレクトシークエンシングではなく転写物をク
ローニングした場合、MPiに存在する 1塩基挿入の転写物(フレームシフト遺伝子)は、MPuからも頻度は
少ないが検出された(8 クローン中 1 個)。このように、MPu 花弁からは正常な遺伝子と少量のフレームシ
フト遺伝子の 2 つの転写物が、MPi からはフレームシフト遺伝子のみが検出された。フレームシフト遺伝
子の転写物量が少ない原因としては、真核生物で異常な mRNA を分解する仕組みである
nonsense-mediated mRNA decay (MÉRAI et al. 2013)によることが考えられる。以上のとおり、MPuで
は機能すると考えられるF3'H遺伝子が転写されているが、MPiでは機能するF3'H遺伝子転写物がなく、
このことが F3'H遺伝子の機能喪失の原因であった。 
 次に、なぜ MPiで正常な F3'H遺伝子が転写されないのかを調べるために、F3'Hゲノム遺伝子の解析
を行なった。F3'H は 3つのエクソンと 2つのイントロンからなっていた。MPuからは、上記転写物に対応
する、正常な遺伝子(DDBJ accession no. AB731559)とフレームシフト遺伝子(DDBJ accession no. 
AB731560)が同定された。後者の1塩基の挿入(G)は第2エクソンに存在した。これら 2種の遺伝子は第
2エクソンの 1塩基挿入以外は同一であり、MPuは F3'Hをコードする R座についてヘテロであると考え
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られる。一方、MPiからは フレームシフト遺伝子のほかに、正常遺伝子の第2イントロンに 4.3 kbの挿入
配列をもつ遺伝子が存在することが明らかとなった (Fig. 2.4a, DDBJ accession no. AB731561)。MPiと
MPuの F3'H遺伝子の違いは、正常遺伝子に存在する挿入配列の有無のみであった。F3'H遺伝子に外
向きに設計したプライマーによるインバース PCR を行なうと、挿入配列が存在することにより予想される
1.7 kbの断片が MPiにのみ増幅することにより、F3'Hへの挿入配列が MPi特異的であることが確認さ
れた(Fig. 2.4b)。この 4.3 kbの挿入配列が正常な F3'H遺伝子転写物の存在を阻害していると考えられ
た。 
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Fig. 2.2 Flower appearance in plants used in this study and anthocyanins detected in the petals. a Original 
purple-flowered cultivar, MPu b MPi, a bud mutant with deep pink flowers derived from MPu with a reverted 
purple flower (arrow) c Purple petal of the reverted flower from MPi (left) and the pink petal of normal MPi (right) 
d A variegated petal appearing in MPi with the reverted purple sector indicated by an arrow. e Anthocyanins 
present in petals of a pink-flowered bud mutant (MPi) and the original purple-flowered cultivar (MPu). MPi has 
3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) pelargonidin 6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate (Pg3,5cyclicmalyldG) while MPu has 
3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) cyanidin 6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate (Cy3,5cyclicmalyldG). An arrow indicates the 
difference between these two molecules. 
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Fig. 2.3 RT-PCR analysis of F3'H, CHI and the transposase gene of Tdic101. a F3'H and 
CHI expression in petals. b Expression of the transposase gene of Tdic101 in petals and 
leaves. F3'H; flavonoid 3'-hydroxylase, CHI; chalcone isomerase, Tpase; putative transposase 
encoded in Tdic101. 
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TPase
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F3'H
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Fig. 2.4 Flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H) genes present in MPi a Schematic structure of copies of the 
F3'H gene. An extra nucleotide (G, vertical thin arrow) in the second exon causes a frameshift in one 
copy. Coding regions (gray boxes) are separated by two introns (lines). Tdic101, inserted into the 
second intron of the normal gene, contains an open reading frame encoding a transposase (black 
box) and is flanked by terminal inverted repeats (TIRs; triangles) the sequences of which are boxed, 
the target site duplication (TSD) of 8 bp (underlined) and the F3'H sequences proximal to the insertion 
site (lower case). HindIII recognition sites (vertical thick arrows) and primer positions (horizontal 
arrows) are indicated. b Inverse-PCR products, incl. the MPi-specific 1.7 kb fragment (arrow), 
amplified from self-ligated HindIII digested genomic DNA with outward primers as indicated in panel 
a. The migration of molecular weight markers is shown on the left. 
b
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2.3.2 先祖返りの解析 
 MPiに現れるピンクから紫への先祖返りは(Fig 2.2b-d)、F3'H活性の復帰によると考えられる。そこで、
先祖返りをおこした紫色花弁から DNA を抽出し、挿入配列周辺の F3'H 遺伝子塩基配列を確認すること
とした。先祖返りをおこした花弁の DNA では、正常遺伝子特異的なプライマーを用いた PCR により挿入
配列を持たないと考えられる大きさの断片が増幅した。用いた正常遺伝子特異的プライマー18（Table 2.1, 
Fig. 2.1）は、3'末がフレームシフト遺伝子と相違する塩基となるよう設計した。MPiに現れた 6つの独立し
た紫色花弁（先祖返り）から抽出した DNAすべてで、MPu と同等の増幅がみられた。一方MPiおよび紫
色への先祖返りを起こしたMPiのピンク部分から抽出したDNAからはほとんど増幅が観察されなかった
(Fig. 2.5)。このように、紫色への先祖返りは 4.3 kbの挿入配列がなくなることに密接に関連していた。増
幅産物の塩基配列を正常遺伝子と比較すると、先祖返りにより濃ピンクから紫色になった花弁では、挿入
配列が消失した箇所に、正常遺伝子にはない数塩基のフットプリントが残っていることが明らかとなった。
(Table 2.2)。これらのフットプリントは F3'H遺伝子のエクソンではなくイントロンに存在することから、挿入
配列がなくなることにより正常な F3'H 遺伝子の転写物から機能する酵素が産生され、紫色素が合成され
ると考えられた。ここまでの知見から、紫色品種MPuの正常な F3'H遺伝子に 4.3 kbの配列が挿入する
ことにより遺伝子機能が喪失し濃ピンクの枝変わり品種 MPi が生じ、時として起こる紫色への先祖返りは
この挿入配列の消失に起因することが明らかとなった。 
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Fig. 2.5 Analysis of the vacated site of the 4.3 kb (Tdic101) 
insertion in the F3'H gene. PCR products are shown that are 
obtained with gene-specific primers on DNAs isolated from six 
different reverted, purple regions emerging in MPi flowers (1-6) or 
from pink regions in partly reverted variegated MPi flowers (7-8). 
Analysis by PCR of DNA isolated from MPu and MPi is shown 
and the migration of molecular weight markers is indicated on the 
left. 
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Table 2.2 Footprint sequences at the insertion site in F3'H after excision of Tdic101 in six 
reverting purple petals independently emerging in MPi 
 
 TSD§ TSD-derived sequence‡ TSD 
MPu -----acataAGTTAATT  acgtt----- 
MPi -----acataAGTTAATT TAGAGCTGGCAAA---------TTTGCCAGCTCTA† AGTTAATT acgtt----- 
1 -----acataAGTTAAT  ACT GTTAATT acgtt----- 
2 -----acataAGTTAAT  ACT GTTAATT acgtt----- 
3 -----acataAGTTAAT  AA GTTAATT acgtt----- 
4 -----acataAGTTAAT  AA GTTAATT acgtt----- 
5 -----acataAGTTAAT  CT GTTAATT acgtt----- 
6 -----acataAGTTAA  CT GTTAATT acgtt----- 
§ TSD = target site duplication (in upper case). Proximal F3'H intron sequences are in lower case. 
‡ hAT element excision leads to TSD-derived inversions within the center of the footprint (Coen et. al 1986). 
† The sequence of the terminal inverted-repeats of Tdic101 (in italics) is presented for reference. 
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2.3.3 トランスポゾン Tdic101 と dTdic102 
 カーネーションのhATトランスポゾンであるdTdic1が脱離する際にフットプリントを残すように(ITOH et al. 
2002)、クラス 2 トランスポゾンが脱離する際にはフットプリントが観察される。MPiの F3'H遺伝子に存在
する 4.3 kbの挿入配列は、dTdic1とは塩基配列の類似性はないが、hATに属するトランスポゾンの特徴
(Rubin et al. 2001)を有しており、Tdic101と命名した。Tdic101に存在する 13 bpの末端逆位反復配列
(terminal inverted repeats; TIRs)は hAT に特徴的な配列からなり、挿入位置の両側に 8 塩基からなる
target site duplication (TSD)が存在した(Fig. 2.4a)。また、内部に 814アミノ酸からなるひとつのタンパク
質をコードしていた。このタンパク質は hATのトランスポゼースの特徴として報告されている 6つの保存さ
れたブロックを有し(Fig. 2.6)、キンギョソウの転移活性を持つ自律性トランスポゾンとして報告されている
Tam3 のトランスポゼースなど hAT トランスポゾンのトランスポゼースと相同性があった。そして、この
Tdic101 トランスポゼースは MPu、MPi いずれの品種でも花弁のみならず葉でも転写されていた(Fig. 
2.3b)。このように Tdic101は自律性 hAT トランスポゾンの特徴を有している。 
 次に、Tdic101 の末端とトランスポゼース内部にそれぞれ外向きに設計したプライマーを用いたインバ
ース PCR によりトランスポゾンディスプレイを試みた。その結果、MPu、MPi いずれの品種にも Tdic101
様の挿入が少なからず存在すると考えられた(Fig. 2.7a)。また、両品種間に多型が観察されることから、
挿入や脱離がMPuからMPiが出現するときあるいはその後に起こっていることが示唆された。この実験
では、F3'H遺伝子に挿入する Tdic101は 2.8 kbの断片として検出されるはずだが、同様の大きさの異な
る増幅産物があることにより判然としなかった。 
Tdic101の末端に設計したプライマーを用いPCRを行なうと、MPu、MPiいずれからも様々な大きさの
増幅産物が得られた(Fig. 2.7b)。このうち比較的増幅量の多かった 0.7 kbの断片をMPi増幅産物から回
収、塩基配列を決定し dTdic102 と命名した。dTdic102は 732 bpで Tdic101 と同一の 13 bpからなる
TIRsをもっていたが、トランスポゼースはコードしていなかった(DDBJ accession no. AB731562)。また、
dTdic102の両端約 250 bpは Tdic101に類似していた (Fig. 2.7e)。 
dTdic102配列に外向きに設計したプライマーを用いたインバースPCRによるトランスポゾンディスプレ
イを行なったところ、少なくとも1つのMPi特異的断片が検出され、dTdic102が転移能をもつトランスポゾ
ンである可能性が示唆された(Fig. 2.7c)。Fig. 2.7c で矢印をつけた MPiに特異的なバンドを回収し塩基
配列を決定し dTdic102の外側に設計したプライマーを用い PCR を行ったところ、MPu と MPiに共通な
バンドのほかに、それよりもサイズの大きいMPi特異的なバンドが増幅した(Fig. 2.7d)。これらのバンドの
塩基配列を決定したところ、共通に増幅したバンドにはトランスポゾンは存在しなかったが、MPi特異的バ
ンドはdTdic102を含んでおり挿入位置の両側には8 bp (CTAGGTAT)からなるTSDが存在した。以上の
ように、dTdic102は転移活性のある Tdic101様の非自律性トランスポゾンであることが明らかとなった。 
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2.3.4 Tdic101の分布 
 Tdic101 トランスポゼースの一部を PCRにより増幅し、Tdic101の有無を各種植物で評価した。用いた
カーネーション品種すべておよび Dianthus chinensis、D. barbatusで期待されるサイズに強い増幅が観
察された。一方同じナデシコ科に属するカスミソウ(Gypsophila elegans)や関連のないナス科作物である
ばれいしょ(Solanum tuberosum)からは増幅産物は検出されなかった(Fig. 2.8)。このように、Tdic101は
ナデシコ属(Dianthus)に広く分布するトランスポゾンであると考えられた。 
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A; CKFNLTADVWDS D; VLDLLLWWKGQ
B; HVRCACHVLNLCV E; LPVMSAMAQDFLSIQVSSVASERAFS
C; TRWNSMYIML F; SKRVLDEKRTSLRSDTLEMCVCYKDW
A B C D E F
88 aa 50 aa 226 aa 3 aa 1 aa320 aa 28 aa
TPase (814 aa)
Fig. 2.6 Schematic structure of the putative Tdic101 transposase (TPase). Black boxes 
represent the six conserved hAT-transposase motifs reported by Rubin et al. (2001). The 
number of amino acids (aa) separating these motifs in the Tdic101 TPase are indicated. 
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Fig. 2.7 Analyses of Tdic101 related elements a Transposon display by inverse-PCR on self-ligated 
HindIII digested DNA with outward primers annealing to Tdic101. PCR products of 2.8 kb, the size 
expected for the fragment derived from F3'H containing Tdic101 (in lane MPi), is indicated by an arrow. b 
PCR products obtained by primers annealing to the termini of Tdic101. The 0.7 kb fragment containing 
dTdic102 is indicated by an arrow. c Transposon display by inverse-PCR on self-ligated HindIII digested 
DNA with outward primers annealing to dTdic102. The MPi-specific band analyzed in this report and 
used to design the primers for the experiment in panel d, is indicated by an arrow. d PCR products of 
dTdic102 insertion sites. The arrow indicates the product containing dTdic102 while lower bands 
correspond to sites without dTdic102. The migration of molecular weight markers is shown on the left. e 
Schematic comparison between dTdic102 and Tdic101 with indicated the regions of similar sequence 
(thick lines), the ORF for the TPase present in Tdic101 (disrupted black bar), the terminal inverted 
repeats (TIRs; triangles) and their sequence (boxed), the target site duplication (TSD) of 8 bp 
(underlined) and the sequence proximal to the insertion site (lower case). Also shown is the MPi-specific 
genomic locus of dTdic102 (black bar below) including HindIII sites (vertical arrows) and the position and 
orientation of the primers used for the experiments shown in panel c (black arrows) and panel d (open 
arrows). 
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Fig. 2.8 Presence of the putative transposase-ORF of 
Tdic101 in plant species. PCR products were obtained by 
amplification of a part of the putative transposase. 1; MPu, 2; 
MPi, 3; a carnation cultivar Tanga, 4; a carnation cultivar Vital, 
5; Dianthus chinensis, 6; D. barbatus, 7; Gypsophila elegans, 
8; Solanum tuberosum. The migration of molecular weight 
markers is shown on the left. 
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2.4 考察 
 
転移活性のある hAT トランスポゾンである Tdic101が、本研究により同定されたカーネーションの色素
合成遺伝子 F3'H に挿入することで遺伝子機能を破壊し、紫から濃ピンク花色への枝変わりの原因となっ
たことが明らかとなった。変異元である紫品種(MPu)が持つ２つのF3'H遺伝子のうちひとつは1塩基挿入
によるフレームシフト遺伝子であり、この品種がヘテロであることがこのような枝変わり変異を起こしやす
い主要な原因である。一般に体細胞変異は片方の対立遺伝子で劣性の方向に起こるので、標的の遺伝
子座についてヘテロであることが、枝変わり変異の起こりやすさの大きな要因となる。 
植物は、L1、L2、L3 の 3 層からなるとされ、基本的に L1 と L2 層は垂層分裂により維持されるので遺
伝的に独立している(SATINA et al. 1940; SUSSEX 1989)。配偶子は L2層の細胞から生じるので実生の場
合、層独立に体細胞変異がおこるまでは遺伝的に均一である(HUALA and SUSSEX 1993)。栄養繁殖性の
作物でしばしば観察される周縁キメラは、ある層におこった体細胞変異が基本的にはその層にとどまるこ
とにより生じる(DAWE and FREELING 1991)。このような周縁キメラはカーネーションでも観察され、層の入
れ換えにより花色などの表現型に変化が生じ、時として不安定さの要因になる。カーネーションの花弁で
はアントシアニンは L1 層（外層）の細胞のみに蓄積するのでカーネーションの花色の変異の原因は以下
の二つの可能性が考えられる。(1)L1 層におこった体細胞変異による花色変異、(2)既に存在した体細胞
変異により周縁キメラであった個体で層の入れ換えがおこり、L2あるいは L3層（内層）の細胞が L1層に
でてくることによる内層の遺伝子型による花色変異。本研究の MPu から MPi への変異は、内層を含む
DNAを用いた実験においてもMPuに Tdic101をもつ F3'H遺伝子が存在しなかったことから、層の変換
による花色変異ではなく、トランスポゾン Tdic101 の挿入が花色変異の直接の原因である。同様に、MPi
にみられる紫色の先祖返りもTdic101脱離部分にMPiに存在しなかったフットプリントがみられることから、
層の変換ではなく Tdic101の脱離が直接の原因である。なお、Tdic101の脱離が L1層の細胞でのみ起
こる可能性は十分に考え得る。 
トランスポゾンの転移による体細胞変異から枝変わりが生じるためには、トランスポゾンの転移が葉や
花の分化の早いステージに生長点でおこる必要がある(IIDA et al. 1999)。そうでないと変異部分は一部分
に限られてしまう。MPi において時として出現する紫への先祖返りは、花弁に現れるセクターのみ、一部
の花弁のみ、花全体などで観察された(Fig. 2.2b-d)。このことから Tdic101は、少なくとも F3'Hへの挿入
箇所からは、分化の様々なステージの分裂細胞で転移する能力をもっていると考えられる。また、
Tdic101のトランスポゼースが葉と花弁いずれでも転写されていることから(Fig. 2.3b)、栄養組織、生殖組
織いずれでも転移する可能性があると考えられる。 
新品種育成の道具としてのトランスポゾンによる体細胞変異を考えると、頻度高い先祖返りは品種の安
定性の面から問題である。このような観点からは、効率よく転移を促すことが可能であり変異体が得られ
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るのであれば、コピー&ペーストで転移し脱離することが稀であるクラス 1 トランスポゾンのほうが有利で
あると考えられる。Tdic101が属するクラス 2 トランスポゾンはカット&ペーストで転移するため抜け出る可
能性がある。遺伝子のエクソンに挿入することで変異が誘発された場合には、抜け出るときに残すフット
プリントによりフレームシフトや終始コドンの生成などの変異が期待されるので、再転移により変異形質を
安定化することが可能である。しかし、本研究の場合のようにイントロンへ挿入することにより創出された
変異の場合は、抜け出ることにより遺伝子機能が復帰する可能性が高い。このような場合、品種育成にト
ランスポゾンを利用するためには、トランスポゾンを活性化および安定化する要因を見出し制御すること
が重要となる。キンギョソウ(Antirrhinum majus)の自律性 hAT トランスポゾン Tam3は低温により転移活
性が顕著に増大することが知られている(CARPENTER et al. 1987; HARRISON and FINCHAM 1968)。この
低温での活性化は、温度に依存したTam3DNAのメチル化程度の変化により、トランスポゼースとの親和
性が変化することによると報告されている(HASHIDA et al. 2006)。さらに低温での転移活性化に、トランス
ポゼースの核への局在が関与していることが報告された(FUJINO et al. 2011)。Tdic101も Tam3と同様に
低温で転移活性が高い傾向が観察された。MPiを最高温度 20℃、最低気温 10℃で栽培した場合、51花
のうち 35 個に紫のセクターが観察された(69%)。一方、25-30℃一定で栽培した場合には 45 花のうち 3
個で紫色セクターが観察されたに過ぎなかった(6.7%)。このように低温で約 10倍の頻度で紫への先祖返
りが観察された。このような Tdic101の低温での転移活性の上昇が、Tam3と同じようなメカニズムで生じ
るのか否かはたいへん興味深い。しかし、F3'H遺伝子に挿入しているTdic101のみが低温で活性化され
るのか(Tdic101 が挿入している遺伝子自身の転写などが温度により変化するからなのか)、多くの
Tdic101様トランスポゾンが低温で活性化されるのかについては注意して検討する必要があると考えられ
る。トランスポゾンの活性化、安定化のメカニズム解明は、トランスポゾンによる枝変わりを効率よく品種
育成へ利用するために重要である。 
Tdic101様の非自律性トランスポゾンとして発見された転移活性をもつ dTdic102 の TIRs は Tdic101
と同一であった。また、dTdic102はその両側 0.25 kbの配列が Tdic101と類似しているが、トランスポゼ
ースはコードしていなかった。この dTdic102 の転移にはトランスポゼースが必要であるが、TIRs の同一
性や両端の塩基配列相同性から Tdic101 にコードされるトランスポゼースが dTdic102 の転移に関与す
る可能性は高いと考えられる。in vitroあるいは、類似のトランスポゾンを持たない異種生物内で Tdic101
のトランスポゼースを発現させ検証する必要がある。 
2013年末になって、赤花色のカーネーション品種Francescoのゲノム塩基配列の 91% (569 Mb)が明
らかとなった(YAGI et al. 2013)。この報告によれば、Francescoの F3'H遺伝子は本研究で明らかとなっ
たフレームシフト遺伝子と同じである。また、ゲノム内には 16,000 強の DNA トランスポゾンが存在し、
Tdic101 と 99%相同であるコピーが見出されたと報告されている。このコピーのトランスポゼース遺伝子
はORFの途中に終始コドンがあり、転移活性は期待できないと考察されている。 
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本研究により、トランスポゾンの挿入が枝変わりの一要因であることが示されるとともに、転移活性を有
しトランスポゼースをコードするトランスポゾンと転移活性を有するトランスポゼースを持たない非自律性ト
ランスポゾンが同定された。カーネーションのように枝変わりを利用して多くの品種が育成される作物では、
転移活性のあるトランスポゾンが頻度高く存在するのかもしれない。そのようなトランスポゾンの性状を活
性化と安定化の面から研究することは、品種開発に利用される枝変わり変異の効率向上に寄与するもの
と考えられる。 
30 
 
 
 
第３章 トランスポゾン脱離により復帰したカーネーション花色の 
濃淡を決める遺伝子の解析
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3.1 緒言 
 
第 2章で述べたとおり、カーネーション(Dianthus caryophyllus)は世界で主要な花きであり多様な花色
の品種が育成されてきた。カーネーションの花色素は主にアントシアニンとカルコンの誘導体であり、その
合成に関わる種々の遺伝子が同定されている(ABE et al. 2008; BRITSCH et al. 1993; ITOH et al. 2002; 
MATO et al. 2000; MATSUBA et al. 2010; OGATA et al. 2004; YOSHIMOTO et al. 2000)。 
カーネーションの花色の濃淡については、半世紀以上前に行われた遺伝的な解析によりS座が花弁の
アントシアニン量を規定するとされている。優性対立遺伝子Sにより赤、濃ピンク、クリムゾン、紫などの濃
花色、劣性対立遺伝子 s によりサーモン、ライトピンク、ラベンダーなどのうすい花色となる(MEHLQUIST 
and GEISSMAN 1947)。また、この報告では svar対立遺伝子が、サーモン色のバックグラウンドに赤いスト
ライプが現れるなど、淡色のバックグラウンドに濃色の模様を引き起こすことが報告されている。 
 花色の濃淡は、花弁細胞内の色素量に大きく影響される。そして、色素がアントシアニンの場合、その
量は生合成の能力と色素が蓄積する液胞への輸送の能力により規定されると考えられる。液胞への隔離
にはトランスポーターとグルタチオン S-トランスフェラーゼ(GST)が必要であることが明らかとなっている
が、グルタチオン化されたアントシアニンが検出されていないことから GST の酵素活性が輸送に必要な
のかどうかは明らかとなっていない(KOES et al. 2005)。GSTによるグルタチオン化ではなくGSTタンパク
質そのものの必要性が示唆されているが、アントシアニンの輸送についてはいまだ未解明な部分が多い
(ZHAO and DIXON 2010)。 
アントシアニンの輸送に関与するGST遺伝子は、トウモロコシの穀粒でアントシアニンの液胞への蓄積
に必要である BZ2 遺伝子がGSTをコードすることが明らかとなって以来 (MARRS et al. 1995)、様々な
植物種から単離されている。これまでに、ペチュニアの AN9 (ALFENITO et al. 1998), シロイヌナズナの
TT19 (KITAMURA et al. 2004), シソの PfGST1 (YAMAZAKI et al. 2008), ブドウの VvGST1 および
VvGST4 (CONN et al. 2008)、シクラメンの CkmGST3 (KITAMURA et al. 2012)などが報告されている。カ
ーネーションでは、花弁のアントシアニン量が少ない淡色変異 fl3において、トウモロコシのGST遺伝子で
ある BZ2あるいはペチュニアの GST遺伝子である AN9 を一過的に花弁細胞で発現させることによりア
ントシアニン蓄積がおこることが報告されており(LARSEN et al. 2003)、アントシアニン輸送にGSTが関与
することが明らかとなっている。また、この報告でも、淡色地に濃色の斑点やセクターを示す易変な対立
遺伝子 fl3-m が記述されており、fl3-m がトランスポゾンをもつことおよび易変性を活性化する遺伝子座と
して見出されたRfl3-mがこのトランスポゾンの転移に必要なトランスポゼースをコードすることが考察され
ている。しかしながら、S座と fl-3座の関係は明らかにされておらず、fl-3座の遺伝子および易変性の原因
と考えられるトランスポゾンも明らかとなっていない。 
近年、カーネーション花色の濃淡に関与する 217アミノ酸をコードする遺伝子 DcGSTF2が同定された
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(SASAKI et al. 2012)。この遺伝子産物は Phiクラスに属する GST タンパクで、系統樹解析によると An9
やTT19と同じクレードに属する。また、この報告では、うすいピンク花色の品種Dａｉsyとうすいピンクのバ
ックグラウンドに濃いピンクのストライプが入る変異体 Daisy-VP に機能を喪失した２つの遺伝子
DcGSTF2muおよび DcGSTF2-dTac1(GenBank accession no. AB688111)が存在することが報告され
ている。前者は、第 3 エクソンにある塩基置換により終止コドンが生成し 101アミノ酸からなる不完全なタ
ンパク質をコードしている。後者は、正常な遺伝子の第 1 イントロンに CACTA タイプの非自律性トランス
ポゾンである dTac1 が挿入している。さらに、Daisy-VP の濃ピンクのストライプ部分から抽出したゲノム
DNAを解析すると、dTac1が脱離し挿入していた部分にフットプリントをもつ配列が検出されることが報告
されている。このことから、dTac1がDcGSTF2-dTac1から抜け出ることにより遺伝子機能が回復し、濃い
ピンクの部分ができることが示唆された。 
本研究では、DcGSTF2-dTac1に存在するトランスポゾンdTac1が転移能を有すること、転移が遺伝子
復帰の原因であることを確認するとともに、複数品種の DcGSTF2遺伝子を調査した。 
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3.2 材料および方法 
 
3.2.1 植物材料 
カーネーション品種Daisy（安定な淡ピンク花色）とその花色変異体Daisy-VP（淡ピンク地に濃ピンクの
ストライプ）および Daisy-VPR（安定な濃ピンク花色）は温室で栽培し、DNA 抽出の材料とした(Fig. 
3.1a-c)。品種 Spectrum (Fig. 3.1e)は農業生物資源ジーンバンクから入手した。育種系統である 06-LA 
(Fig. 3.1d)に Spectrumの花粉をかけ 8個体の後代が得られた。これら後代は温室で開花に至るまで栽
培し花色を確認するとともにDNA抽出の材料とした。他の品種のDNAは生産者の温室でサンプリングし
た葉から抽出した。 
 
3.2.2 色素分析 
Daisy-VPの花弁を淡ピンクと濃ピンクの部分に切り分け、10%酢酸により(10% w/v) 抽出した色素 10 
μl を、フォトダイオードアレイ検出器を装備した HP1100 システム(Agilent Technologies-Yokokawa 
Analytical Systems)により分析した。カラムは Inertsil ODS-2 (4.6 mm × 250 mm, GL Sciences) を用い、
カラム温度は 40ºCとした。移動相には、A液(1.5% H3PO4)、B液(1.5% H3PO4, 40% 酢酸, 50% アセト
ニトリル)を用い、グラジエント条件を 0→ 40分(A：B＝90：10→ A：B＝50：50)、流量を 0.8 ml/分とし、
220-600 nm の吸収スペクトルを検出した。アントシアニン、フラボノールおよび桂皮酸は吸光スペクトル
により確認し、それぞれ 530 nm、360 nm、330 nmの吸光度により定量した。3回の独立した実験により
平均および標準誤差を算出した。 
 
3.2.3 GST遺伝子の解析 
 DNAは約 100 mgの葉から DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)を用い抽出した。本研究で用いた PCRプ
ライマーの配列をTable 3.1におよその位置をFig. 3.2に示す。GST遺伝子は 2つの断片に分け、プライ
マーP1と P3 (fragment 1)および P2と P4 (fragment 2)を用い PCRにより増幅した(Fig. 3.2)。PCRは、
95 ℃; 3分の変性のあと、95 ℃; 30秒、56℃; 30秒、72℃; 5分のサイクルを 30回行い、最後に 72℃；
3分の伸長反応を行った。PCR増幅産物は、電気泳動の後MagExtractor (Toyobo)を用いゲル片から精
製し、そのままあるいは pCR4-TOPOへ TOPO TA cloning kit (Invitrogen)を用いクローニングした後に、
ABI PRISM310 (Applied Biosystems)により塩基配列を決定した。DcGSTF2muの存在は、fragment 2
の塩基配列における第3エクソンの終止コドンの有無により確認した。dTac1が抜け出た後に残るフットプ
リントも fragment 2の塩基配列から確認した。プライマーP2と P5を用いた PCRおよび P3と P6による
PCRにより DcGSTF2-dTac1の存在を確認した。これらの PCRは、95 ℃; 3分の変性ののち、95 ℃; 
30秒、56℃; 30秒、72℃; 30秒のサイクルを 30回行い最後に 72℃; 3分の伸長反応を付加し実施した。 
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Fig. 3.1 Flower appearance of genetic material used in this study. 
a Daisy, b Daisy-VP, c Daisy-VPR, d 06-LA, e Spectrum, f petal appearance of 06-LA (left) 
and Spectrum (right). 
a b 
d 
c 
e f 
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Table 3.1 Primer sequences used in this study 
No. Sequence (5' to 3') Note 
P1 TAATCAAGTAAGAAAAATGGGAGT DcGSTF2 5' UTR forward 
P2 GTGCAACCAACCAATGAGAA DcGSTF2 1
st
 intron forward 
P3 TCTGCCGTTGTCTACCAGTG DcGSTF2 1
st
 intron reverse 
P4 GTCTGCTCAAACTGCACGAG DcGSTF2 3' UTR reverse 
P5 TACCGCTGTCTGGCGACTA dTac1 upstream reverse 
P6 GAAGTTAGGGGGAGAAGCTG dTac1 downstream forward 
 
36 
 
3.3 結果 
 
3.3.1 濃色変異体のGST遺伝子 
濃ピンク花をつける Daisy-VPR (Fig. 3.1c)は、淡ピンクに濃ピンクのストライプが入る Daisy-VP (Fig. 
3.1b)から偶発的に得られた個体である。Daisy-VPRの花弁およびDaisy-VPの花弁の淡ピンク部分と濃
い部分の色素を分析したところ、いずれも同じ色素 3,5-di-O-(β-glucopyranosyl) pelargonidin 
6''-O-4,6'''-O-1-cyclic malate を持つことが明らかとなった。アントシアニン量は生育環境や花の生育ステ
ージにより大きな影響を受けるので、Daisy-VP を用い同じ花の淡ピンク部分と濃ピンク部分のアントシア
ニン量を比較することにした。その結果、アントシアニンの量が淡ピンクに比べ濃ピンクで 7 倍ほど多いこ
とが明らかとなった(淡ピンク； 0.52 ± 0.03 μmol/g f.w.、 濃ピンク； 3.63 ± 0.32 μmol/g f.w.)。また、フラ
ボノールの構成や量には両者で大きな相違はなかった。色素に相違がなくアントシアニン量のみが異な
ることから、両部分の色の相違はアントシアニン量によることが明らかである。これらの結果より、アントシ
アニン量に関与する DcGSTF2の機能復帰が色の変化を引き起こしていることが予想された。 
Daisy-VP は 2 つの機能しない遺伝子、DcGSTF2mu と DcGSTF2-dTac1 を持つことが報告されてい
る。そこで濃色への変異が dTac1の転移に起因するか否かを検証するために Daisy-VPRの GST遺伝
子を調査した。Fig. 3.3aに示すとおり Daisy-VPRでは、dTac1とGST遺伝子に設計したプライマーを用
いた PCR で増幅産物がみられず、DcGSTF2-dTac1から dTac1 が消失していると考えられた。GST 遺
伝子塩基配列を決定したところ、Daisy-VPR は 2 種の遺伝子、DcGSTF2mu と、DcGSTF2-dTac1 から
dTac1 が消失したあとにフットプリントが残っている DcGSTF2rev1 を有していることが明らかとなった。
DaisyおよびDaisy-VPで、dTac1はGST遺伝子の第 1イントロンに TGGの 3塩基からなる target site 
duplication (TSD)の間に挿入しているが、Daisy-VPR では、その部分の配列が TGGTGG ではなく
TGCATGGとなっていた(Fig. 3.2)。このようなフットプリント配列を残すのはトランスポゼースを介したトラ
ンスポゾン転移の特徴であることから、dTac1 が転移活性のあるトランスポゾンであることが明らかとなっ
た。以上、元となった品種と濃色変異体のGST遺伝子の相違はdTac1の有無とフットプリント配列のみで
あった。dTac1 はイントロンに存在するので、DcGSTF2rev1 はフットプリント配列が存在するものの正常
に機能する遺伝子であると考えられる。可動な非自律性のトランスポゾンdTac1がDcGSTF2-dTac1から
抜け出ることによりGST遺伝子が復帰し、淡ピンクから濃ピンクへの花色変異が起こったと結論した。 
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Fig. 3.2 Schematic structure of the GST genes. Coding regions (gray boxes) are separated by two 
introns (lines). DcGSTF2 (top) is the wild type gene. In a defective gene named DcGSTF2-dTac1 a 
transposable element, dTac1, is inserted into the first intron between the duplicated target 
sequences, TGG. The element is flanked by terminal inverted repeats (open triangles). In the 
reverted genes, DcGSTF2rev1 and 2, footprint sequences, TGCATGG and TGGCCGG, 
respectively are present at the site where dTac1 was inserted (arrowhead). Another defective 
gene, DcGSTF2mu, has an incomplete third exon due to a nucleotide substitution from CAA to 
TAA resulting in a stop codon. Primer positions for primers P1-P6 used in this study are indicated 
by horizontal arrows. Sequences of the GST genes were analyzed using PCR-amplified fragment 
1 (with primers P1 and P3) and fragment 2 (with primers P2 and P4). 
DcGSTF2-dTac1
(1.7 kb+3.6 kb)
P4P3P1 P2
agcTGG TGGaaa
dTac1
(3.6 kb)
P6P5
fragment 1
fragment 2
DcGSTF2rev
rev1: agcTGCATGGaaa
rev2: agcTGGCCGGaaa
500 bp
DcGSTF2
agcTGGaaa
DcGSTF2mu
rgcTGGaaa CAA (Gln)
TAA (stop)
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3.3.2 dTac1脱離により復帰したGST遺伝子 
MEHLQUIST and GEISSMAN (1947)により、古い赤花色の品種 Spectrum(赤、Fig. 3.1e, f右)は、S座に
ついてヘテロであることが報告されている。fragment 1および 2の塩基配列から、Spectrumが、フットプ
リントをもつ DcGSTF2 (DcGSTF2rev2) および DcGSTF2-dTac1 を有することが明らかとなった。
DcGSTF2rev2は DcGSTF2rev1 と異なる TGGCCGG からなるフットプリントが dTac1挿入位置にあり
(Fig. 3.2)、DcGSTF2-dTac1 からｄTac1 が脱離することにより生じたと考えられた。Spectrum は濃花色
の品種であり機能するDcGSTF2が必要であることから、Daisy-VPRと同様の理由によりDcGSTF2rev2
は機能する遺伝子であり、脱離は Spectrumが育成される以前に起こったと考えられた。 
育種系統 06LA (ラベンダー、Fig. 3.1d, f左)は淡花色であることから S座について劣性ホモであると考
えられる。fragment 1および 2の塩基配列から 06-LAが第 3エクソンにストップコドンのある機能しない
DcGSTF2muのみをもつことを確認した。ここで、GST遺伝子と dTac1それぞれに設計したプライマーを
用いた PCRにより DcGSTF2-dTac1が Spectrumのみに存在することが確認された(Fig. 3.3b)。 
06-LA と Spectrum の交雑後代は、濃花色(ヘテロ、Ss)と淡花色(劣性ホモ、ss)が１：１に分離すると予
想された。得られた後代は濃花色 5 個体(紫あるいはクリムゾン)、淡花色 (ラベンダーあるいは淡ピンク) 
3 個体であった。両親および交雑後代の GST 遺伝子についてゲノム DNA を解析した結果を Table 3.2
に示す。淡花色の交雑後代はすべて、それぞれ種子親、花粉親に由来する DcGSTF2mu と
DcGSTF2-dTac1 の２つの機能しない遺伝子を有することが明らかとなった。また、濃花色(紫、クリムゾ
ン)の交雑後代は、種子親由来の機能しない DcGSTF2mu と機能すると考えられる花粉親由来の
DcGSTF2rev2 を有していた。このように DcGSTF2rev2 は濃花色後代にのみ存在したことから
DcGSTF2rev2 が濃花色に必要な機能する DcGSTF2 遺伝子であることが示された。また、S 座が
DcGSTF2をコードし、DcGSTF2rev2が優性の S遺伝子、DcGSTF2muおよび DcGSTF2-dTac1が劣
性の s遺伝子であるという仮説に矛盾がない結果が得られた。また、後代に DcGSTF2rev2以外のフット
プリントが検出されなかったことから、Spectrum の dTac1 は転移に関して安定であり、このことが検定交
雑の解析を容易にしたと考えられた。 
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Table 3.2 GST genes present in the pale-colored parent 06-LA (lavender), deep-colored parent 
Spectrum (red) and their progeny 
Line DcGSTF2rev2 DcGSTF2mu DcGSTF2-dTac1 
06LA - + - 
Spectrum + - + 
Deep
a
 + + - 
Pale
b
 - + + 
a; progeny with deep-colored flowers, purple or crimson 
b; progeny with pale-colored flowers, lavender or pale pink 
+: present, -: absent
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3.3.3 品種における各GST遺伝子の分布 
 次に、濃花色(赤および濃ピンク)と淡花色（淡ピンク）のカーネーション 6品種を用いGST遺伝子を調査
した(Table 3.3)。調査した 4つの淡花色品種すべてで、機能しない DcGSTF2-dTac1が検出された(Fig. 
3.3c)。Lucia、Opal、Tojaではもう一方の遺伝子はDcGSTF2muであった。Fantasiaでは、dTac1とGST
遺伝子に設計したプライマーによるPCRによりdTac1を含む fragment 2の大きさから予想される断片の
みが増幅したことから(Fig. 3.4)、DcGSTF2-dTac1のみを持っていると考えられ、DcGSTF2-dTac1のホ
モであると示唆された。濃花色品種である Tanga (赤)と Vital （濃ピンク）は、DcGSTF2mu と、それぞれ
DcGSTF2rev1 あるいは  DcGSTF2rev2 を有することが明らかとなった。DcGSTF2rev1 および 
DcGSTF2rev2は、フットプリントが dTac1挿入位置に存在することから、DcGSTF2-dTac1に由来すると
考えられる。このように DcGSTF2 に加え、DcGSTF2-dTac1 から dTac1 が脱離することにより生ずる
DcGSTF2rev1 あるいは DcGSTF2rev2 が、カーネーションの育種に利用されてきたことが示された。ま
た、機能しない遺伝子として DcGSTF2mu 、DcGSTF2-dTac1 が広く利用されていると考えられた。
DcGSTF2rev2とDcGSTF2-dTac1は半世紀以上前に育成された古い品種である Spectrumに存在した
ことから、少なくとも両遺伝子は長期にわたりカーネーション育種に利用されてきたといえる。 
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Table 3.3 GST genes present in the cultivars 
Cultivar Flower color DcGSTF2rev1 DcGSTF2rev2 DcGSTF2mu DcGSTF2-dTac1 
Lucia pale pink - - + + 
Opal pale pink - - + + 
Toja pale pink - - + + 
Fantasia pale pink - - - + 
Tanga red + - + - 
Vital deep pink - + + - 
+: present, -: absent 
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(kbp) (kbp) (kbp) 
Fig. 3.3 Presence of DcGSTF2-dTac1 in cultivars. Primers P3 and P6 were used to amplify 
a part of DcGSTF2-dTac1 by PCR. a Daisy (D), Daisy-VP (VP) and Daisy-VPR (R). b 06-LA 
(06), Spectrum (Sp), c Pale-colored cultivars, Lucia (1), Opal (2), Toja (3), Fantasia (4) and 
dark-colored cultivars, Tanga (5), Vital (6). Arrows indicate the expected fragment size from 
DcGSTF2-dTac1 amplified with primers P3 and P6. The migration of molecular weight 
markers is shown on the left. 
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Fig. 3.4 Analysis of fragment 2 of the GST gene in 
cultivars. Primers P2 and P4 were used for PCR 
amplifications. Pale-colored cultivars, Lucia (1), Opal 
(2), Toja (3), Fantasia (4) and dark-colored cultivars, 
Tanga (5), Vital (6). The arrow indicates the expected 
fragment size of DcGSTF2-dTac1. The migration of 
molecular weight markers is shown on the left. 
(kbp) 
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3.4 考察 
 
本研究により、2つの優性遺伝子 DcGSTF2rev1 と DcGSTF2rev2には dTac1の挿入位置にフットプ
リント配列があるので、両遺伝子がDcGSTF2-dTac1からdTac1が脱離することにより生じた復帰遺伝子
であることが示された。そして、このCACTAファミリーに属する非自律性トランスポゾンが、濃色への変異
体であるDaisy-VPRでフットプリントを残し脱離していたことから可動なトランスポゾンであることが明らか
となった。dTac1 はトランスポゼースをコードしていない非自律性因子であるので、転移には他の遺伝子
座にコードされるトランスポゼースの供給が必要である。 
MEHLQUIST and GEISSMAN (1947)により報告された S座と LARSEN et al. (2003)により報告された FL3
座の関係は明らかにされていないが、これら 2つの独立した報告は少ないアントシアニン量による淡花色
という同じ表現型を研究している。前者では svarが斑の入る易変性を規定する対立遺伝子として記載され
ており、後者では易変性を規定する対立遺伝子として fl3-m が報告されている。さらに fl3-m がトランスポ
ゾンを含むことおよび易変性を活性化する因子 Rfl3-m がトランスポゼースをコードすることが考察されて
いる。しかし現在のところ、この易変性に関与するトランスポゾンもトランスポゼースも明らかにはなってい
ない。Daisy-VPの花に現れる濃色のストライプは DcGSTF2-dTac1から dTac1が脱離することにより生
ずると考えられるので、易変性を示す対立遺伝子である svarおよび fl3-m がDcGSTF2-dTac1をコードし
ている可能性は高いと思われる。SpectrumはDcGSTF2-dTac1 を持つにも関わらずsvarではなく劣性の
遺伝子として sをもつと記載されている(MEHLQUIST and GEISSMAN 1947)。このことは Spectrumが花色
の濃淡について安定であることを意味している。一方、Daisy-VP は濃色のストライプが入る不安定な花
色を示し、濃色変異体 Daisy-VPRが生じた。Daisy とその変異体 Daisy-VPのゲノムには、機能するトラ
ンスポゼース遺伝子が存在するはずである。Daisy は安定した淡ピンク花色であるのに対し、なぜ
Daisy-VP では dTac1 の脱離による濃色のストライプが生じるのか興味深い。栄養繁殖のあいだに偶発
的な dTac1の活性化がおこり Daisyから Daisy-VPが生じたと考えられる。Daisyでは dTac1の転移は
抑制されているのに対し、Daisy-VP では少なくとも花弁の細胞ではそれらの抑制が解放されていると考
えられる。トランスポゼース遺伝子あるいは dTac1そのものあるいは両者に、エピジェネテックな変化も含
めた何かしらの変化が起こったと考えられる。この Daisy と Daisy-VP の相違のメカニズムを理解するた
めには dTac1の転移を司るトランスポゼースの同定が必要である。2章の考察で述べたとおり 2013年末
に赤花色のカーネーション品種 Francescoのゲノム塩基配列の 91%が明らかとなった(YAGI et al. 2013)。
しかし、dTac1 のトランスポゼース遺伝子と推定される配列は品種 Francesco には見出されていない。ト
ランスポゼースの同定には、Daisy-VPなどのように dTac1の転移が確認されている品種を材料とした研
究が必要である。 
 GST 遺伝子に関しては、その機能欠損がなぜ白色ではなく淡色を示すかについて明らかになっていな
い。機能不全のGST遺伝子によりアントシアニンの量は減少するがなくなるわけではなく、アントシアニン
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の蓄積の効率が著しく悪くなるにすぎない。色素が細胞質に蓄積するのでないならば以下の３つの理由
が考えられる。(1)機能不全遺伝子が液胞への輸送機能を完全には失っていない可能性、(2)DcGSTF2
遺伝子以外の GST 遺伝子も液胞への輸送に関与できる可能性、(3)GST 遺伝子が関与しない液胞への
アントシアニン輸送の仕組みが関与する可能性。GST 遺伝子のアントシアニン輸送については不明な点
も残されており今後の研究の進展が待たれる。 
 花色変異の分子遺伝学的研究により、色素合成遺伝子のみならず転移活性のあるトランスポゾンもみ
つかってきている。カーネーションでは hAT (Ac/Ds)に属する 2つのトランスポゾンが同定されそれぞれ花
の模様、枝変わり変異の原因であることが示されている(ITOH et al. 2002; 第 2 章)。本研究により、
CACTA（En/Spm）に属する非自律性トランスポゾン dTac1 が、花色の濃淡による模様と枝変わりいずれ
にも関与することが明らかとなった。非自律性因子は、活性化および安定化をトランスポゾンとは別の遺
伝子座にあるトランスポゼース遺伝子により制御できることから、自律性因子に比べ品種改良の面からは
有利であると考えられる。本章の結果も、第 2 章で考察したように、カーネーションに代表される花き作物
や果樹など体細胞変異が品種改良に重要な作物では、効率的に遺伝子を破壊することができる転移能
のあるトランスポゾンが内生の変異原としてゲノム内に確率高く存在する可能性を支持するものと考えら
れる。 
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第４章 ばれいしょ体細胞変異を誘発する Stowaway MITE 
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4.1 緒言 
 
 組織培養による体細胞変異はソマクローナル変異と呼ばれ品種育成にも利用されている。ソマクローナ
ル変異のひとつの原因としてトランスポゾンの活性化があげられる(KAEPPLER et al. 2000; LEE and 
PHILLIPS 1988)。例えば、カット&ペーストで転移するクラス 2 トランスポゾンである Acや En/Spmに属す
るトランスポゾンが組織培養により活性化されることや(PESCHKE and PHILLIPS 1991; PESCHKE et al. 
1987)、コピー&ペーストで転移するクラス1トランスポゾンであるレトロトランスポゾンのコピー数が組織培
養により顕著に増加することが報告されている(HIROCHIKA 1993)。 
 クラス 2 トランスポゾンの中でもMITE (miniature inverted-repeat transposable element)は、ゲノム中
のコピー数が非常に多いことから興味深いトランスポゾンである。MITE は、バイオインフォマティクスを利
用し植物のゲノム塩基配列データを解析することにより発見された600 bp以下の小さな非自律性トランス
ポゾンであり(BUREAU and WESSLER 1992; BUREAU and WESSLER 1994)、ゲノム中に数千コピー以上が
存在する(FESCHOTTE et al. 2002)。植物ゲノムに存在する多くの MITE は、terminal inverted repeats 
(TIRs)の塩基配列と挿入箇所の両端に存在する target site duplication (TSD)の塩基配列により、Tourist
と Stowawayの 2種に大別される。前者はイネ科植物に、後者は単子葉、双子葉いずれの植物にも存在
することが明らかとなっている(BUREAU and WESSLER 1992; BUREAU and WESSLER 1994; FESCHOTTE 
et al. 2002)。非常に数多くのMITEがゲノム中に見出されるにも関わらず、転移活性のあるMITEの報告
は限られている。Tourist に属するイネの mPing が転移活性を有する MITE として始めて報告された。
mPingが長期の細胞培養(JIANG et al. 2003)や葯培養(KIKUCHI et al. 2003)により活性化されること、穀
粒が細粒となる変異の復帰原因が、rice ubiquitein-related modifier-1 (Rurm1)に挿入するmPingの脱
離によること(NAKAZAKI et al. 2003)が明らかとなった。その後、mPingに転移のためのトランポゼースを
供給するトランスポゾンとして Pingと Pongが同定された(YANG et al. 2007)。一方、Stowawayについて
は、植物細胞内での転移ではないが、イネのコピーをイネのMariner様トランスポゾンのトランスポゼース
遺伝子とともに酵母に導入することにより、酵母中で可動であることが見出されている(YANG et al. 2009)。
しかし、双子葉植物での MITE の転移については報告がなく、系統や品種間に挿入位置の多型があるこ
とからその可能性が推察されているに過ぎない(MACAS et al. 2005; MENZEL et al. 2006)。 
 本研究ではプロトプラスト培養により育成されたばれいしょ品種の体細胞変異の原因を探求し、可動な
Stowawayに属するMITEを発見した。このMITEは双子葉植物で転移活性の有るMITEとして始めて同
定されたものである。 
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4.2 材料および方法 
 
4.2.1 植物材料 
ジャガキッズパープル’90 (JKP)およびジャガキッズレッド’90 (JKR)は、プロトプラスト培養による変異を
利用し、キリンビール株式会社により育成されたそれぞれ紫皮、赤皮の三倍体バレイショ品種である
(OKAMURA 1991; OKAMURA 1994)。これらの品種は、四倍体品種である Early Rose (Solanum 
tuberosum)と二倍体近縁種である Solanum phureja との交配により得られた三倍体赤皮系統 72218 
(TOMIDA and KAWAKAMI 1989)の葉肉プロトプラストからの再生植物体である。なお、72218はネオデリシ
ャスあるいはアカダケと呼ばれることがある。72218は神戸大学の保坂和良教授より分譲いただいた。 
 
4.2.2 色素分析 
 塊茎の皮から 50 mLの 50% (V/V)酢酸で色素を抽出した。抽出液をろ過した後、200 mLの水を加え、
10% (v/v)酢酸で平衡化したODSカラム(Wakosil 25C18, i.d. 15 x 100 mm; 和光純薬)を通した。 カラ
ムを 10% 酢酸で洗った後に、アントシアニン画分を 0.1%塩酸を含むメタノールで溶出した。溶出液を乾
固し、TBA (t-buthanol:acetic acid:water = 3:1:1)を展開溶媒に用いmass TLC (TLC Cellulose (10 x 10 
cm); Merck KGaA)により分離した。 着色したバンドとして得られるアントシアニンを切り出し、0.1%塩酸
を含むメタノールで抽出した。溶媒を蒸発させたのち、アントシアニンを 1 mlの 1%塩酸に溶解した。等量
の濃塩酸を加え 100°Cで 20分加熱しアントシアニジンをイソアミルアルコールで抽出した。得られたアン
トシアニジンを Synergi 4 m Fusion-RP 80 Å column (4.6 x 100 mm, Phenomenex)を装着した 
HPLC/MS (1525 Binary HPLC Pump, 996 Photodiode Array Detector, 2767 Sample Manager, 
Micromass ZQ; Waters Co.) によりカラム温度 30°Cで分析した。移動相は A液を 1% ギ酸、B液をメタ
ノールとし、20% B から 70% B (20 min) の後 100% B isocratic (10 min) 、流速は 1 ml/minで分析し
た。 
 
4.2.3 サザンブロットハイブリダイゼーション 
 DNAは葉から Nucleon Phytopure Genomic DNA extraction kit (GE Healthcare)を用い抽出した。約
10 μgの DNAを EcoRV で消化し、1% アガロースゲル電気泳動で分離した。DNAを Hybond N+ (GE 
Healthcare)に写し、PCRにより増幅した F3'5'H::revの cDNAをプローブとして 65℃で一晩ハイブリダイ
ゼーションを行なった。プローブのラベルと検出には、AlkPhosDIRECT (GE Healthcare)を用いた。 
 
4.2.4 PCR条件 
本章で用いたPCRプライマーをTable 4.1に、プライマーのおよその位置を Fig. 4.1に記載した。特異
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性と収量をあげるためにほとんどのPCRは2組のプライマーを用いネステッドで行なった。 PCRの条件
は以下のとおりである。95˚C; 3分の変性を行なったのちに、95˚C; 30秒、56˚C; 30秒、72˚C; 2分あるい
は 5分のサイクルを 30回行い、最後に 72˚Cで 3分伸長反応を行なった。塩基配列決定は、電気泳動に
より分離した DNA をゲル片から MagExtractor (Toyobo)を用いて回収し、直接あるいは TOPO TA 
cloning kit (Invitrogen)を用い pCR 4-TOPO へクローニングしたのちに、ABI PRISM 310 genetic 
analyzer (Applied Biosystems)により行なった。 
 
4.2.5 cDNA解析 
トータル RNAは約 100 mgの塊茎皮から RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)を用い抽出した。flavonoid 
3',5'-hydroxylase (F3'5'H)の cDNA 塩基配列を明らかにすべく、JKP を材料として GeneRacer kit 
(Invitrogen) を用い 5' RACE を行ない、クローニングの後に塩基配列を決定した。プライマーはキットに
付属のプライマーと 1回目の増幅にプライマー1、2回目の増幅にプライマー2を用いた。これら遺伝子特
異的プライマーは、P450あるいは F3'5'H遺伝子(Solanum melongena； GenBank accession X70824 
(TOGURI et al. 1993b)、Petunia hybrida； GenBank accession Z22544, Z22545, X71130 (HOLTON et 
al. 1993; TOGURI et al. 1993a))でよく保存されている 2ヶ所に設計した。次に、キットに付属のプライマー
と 5' RACE で明らかとなった塩基配列を基に設計したプライマーを用い(1回目増幅；プライマー3、 2回
目増幅；プライマー4) 3' RACEを実施し、クローニングの後に塩基配列を決定した。これら RACE実験に
より明らかとなった塩基配列から、プライマー組み合わせプライマー5と6(1回目増幅用)およびプライマー
3と 6(2回目増幅用)を作成し、F3'5'H遺伝子 cDNAの全長を RT-PCR(伸長反応 2分)により増幅した。 
 
4.2.6 ゲノム DNA解析 
 DNAは約 100 mgの葉からWALBOT and WARREN (1988)に記載の方法を参考に抽出した。F3'5'H遺
伝子は、プライマー5と 6を用い伸長反応 5分の PCRにより増幅した。 
機能しない F3'5'H遺伝子である f3'5'h2 と f3'5'h3については以下のとおり同定した。MboIにより消化
した JKPの DNAを 4℃で一晩セルフライゲーションしたものを鋳型に、インバース PCRを行なった(1回
目増幅；プライマー1と 7 、2回目増幅；プライマー2と 8)。ここで、プライマー7および 8はP450とF3'5'H
遺伝子で高度に保存されている部分に設計した。増幅産物をクローニングののち塩基配列を決定し、プラ
イマー9、 10および 11を作成した。次に、XbaIにより消化した JKPの DNAをセルフライゲーションした
DNAを鋳型に、1回目増幅；プライマー2と 9、2回目増幅；プライマー10 と 11を用いインバース PCRを
行ない、得られた 5 kbの断片の塩基配列を決定しプライマー12 と 13を作成した。これらのプライマーを
用い、JKP、72218より f3'5'h2を増幅し塩基配列を決定した(1回目増幅；プライマー5と 12、2回目増幅；
プライマー5 と 13)。3つ目のコピーf3'5'h3は,以下のインバース PCRにより同定した。HincIIで消化した
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JKPの DNAをセルフライゲーションした DNAを鋳型に、プライマー14と 15 を用い増幅した断片の塩基
配列を決定した。次に明らかとなった塩基配列より作成したプライマーを用い、セルフライゲーションした
EcoRI消化 DNAを鋳型にインバース PCRを行ない、増幅産物の塩基配列を決定した(1回目増幅；プラ
イマー16 と 17、2回目増幅；プライマー17 と 18)。さらに、セルフライゲーションした HindIII消化 DNA を
鋳型にインバースPCRを行ない増幅産物の塩基配列を決定した(1回目増幅；プライマー18と19、2回目
増幅；プライマー20と 21)。ここで明らかとなった塩基配列上にプライマーを作成し、f3'5'h3を JKPおよび
72218から増幅し塩基配列を決定した(1回目増幅；プライマー22と23、2回目増幅；プライマー18と24)。
これら機能しない F3'5'H遺伝子の PCR増幅も伸長反応 5分で行なった。 
 
4.2.7 dTstu1-2とその挿入部位の解析 
dTstu1上に設計したプライマー25 を用い PCR を行うことにより dTstu1様配列間が増幅することが期
待された。実際、この PCRにより JKP特異的な 2.5 kbの断片が増幅した。この塩基配列を決定し、イン
バース PCR用プライマー26および 27を作成した。MboIで消化した JKPの DNAを 4℃で一晩セルフラ
イゲーションしたのちに、これらプライマーを用い1回目増幅を行い、プライマー26と dTstu1上のプライマ
ー28 による 2回目増幅により、JKP特異的な 1 kbの断片が得られた。この断片は dTstu1-2の周辺配
列を含む断片である。この断片の塩基配列から作成したプライマー29および 30 により dTstu1-2挿入部
分を増幅し塩基配列を決定した。dTstu1-2同定に用いた PCRはすべて伸長反応 5分で行なった。 
 
4.2.8 MITEディスプレイ 
トランスポゾンディスプレイは、dTstu1および dTstu1-2に共通のプライマーを用い、CASA et al. (2000)
に記載されている方法で行なった。約250 ngのDNA をMseIで消化しアダプターをつないだ。溶液を0.1 
x TEを用い 4倍に希釈し、アダプターと相補的なプライマーMse+0と 31を用いプレセレクティブ増幅を行
なった。 PCRは、94˚C; 30秒、56˚C; 30秒、72˚C; 1分のサイクルを 25回の後に 72˚Cで 5分伸長反
応を行なった。増幅産物を 0.1 x TEで 20倍に希釈し、プライマーMse+Nと dTstu1と dTstu1-2のTIRお
よびTSDに特異的かつ5'末に6-FAMによるラベルを入れたプライマー32を用いセレクティブ増幅を実施
した。PCR は、94˚C; 5 分の後に、10 回のタッチダウンサイクル(94˚C; 30 秒、66˚C; 30 秒(各サイクル 
-1˚C)、72˚C; 1分)、25回の通常サイクル(94˚C; 30秒、56˚C; 30秒、72˚C; 1分)、最後に 72˚C; 5分の伸
長反応という条件で実施した。増幅産物は ABI PRISM 310 genetic analyzer (Applied Biosystems)を用
い解析した。 
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Table 4.1 Primer sequences used in this study 
No. Sequence (5' to 3') 
 1 AACATTTTTGTCAATAAAKCATCAAA 
 2 CCTTGTAAATCCATCCAAGCTA- 
 3 CCGAATTCAAGCTTTATATTATATCTTCGATTTT 
 4 GGCATTACGTATTAGTGAGTTG 
 5 CCTTCTACTTCATTCTCACTCT 
 6 AGCAAATATGTTGCACTATAAATG 
 7 CCTGATTTTCTTGATKTTRTTATGG 
 8 GGGATAATTCTGAAGGAGAAAG 
 9 TATTCCAAGTTGTTGACACCCA 
10 ACTGAAGTAGCCATCCAAAGAC 
11 TCAACGAACACTCTCTTACTTAA 
12 GCTCACTACACAATGCACATG 
13 TCATGAAATGCATCGACAATTTAT 
14 GCTAATCCAAAAGATTCCTCCA 
15 TGCAAAAAGCTGTCCCTCTTG 
16 TTACGTTACGGTCTTCAACAG 
17 AGAGGAGGATAACAAACTTGTAT 
18 AACAGATACGTTGCACTATAACT 
19 CCTAGTCCCCATTTCACTACA 
20 GAACATGAGTTTACGTGAACCC 
21 AGGCATCCTTCGAAATCCACA 
22 TTGTAAAGTGCACCCATCATCT 
23 CATTCGTCCTAACGATGGACA 
24 ATTCAGATCCTCCCGATGAATT 
25 ATTCATTTTGGACCACAAGTTTTA 
26 TGTTTTTTGCAGTTATCTTATTTCA 
27 CAAGGGGAGACATTTAGG 
28 AGACATTTCATAGGCAAATTGTTA 
29 AGCTGAAATATGAGATTGAAATTAG 
30 ATTTTGCTATATCCACAATGACTT 
31 CATTCTTTTTGGGACTGACTA 
32 ATAAAWTGGGACRGAGGGAGTA 
Mse+0 GACGATGAGTCCTGAGTAA 
Mse+N GACGATGAGTCCTGAGTAAN 
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Fig. 4.1 Approximate positions of primers used in this study. Arrow heads show primers and their 
directions used for the analysis of F3'5'H genes (a), the insertion locus of dTstu1-2 (b) and MITE display 
(c). Coding regions are marked by shaded boxes and the Stowaway MITE is indicated by a black bar. 
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4.3 結果 
 
4.3.1 体細胞変異の原因酵素 
 紫皮のジャガキッズパープル’90 (JKP)は、赤皮の 72218 の葉肉プロトプラストを培養することにより体
細胞変異を利用し育成された品種である(Fig. 4.2a, OKAMURA 1991; OKAMURA 1994)。塊茎皮の色素を
分析したところ、紫皮品種 JKP の主要アントシアニンのアグリコンはペチュニジンであり、赤皮の 72218
ではペラルゴニジンであった。これら 2 つのアントシアニジンは、B 環の水酸基およびメトキシ基の数に相
違がある。ペチュニジンの前駆体であるジヒドロミリセチンは、ペラルゴニジンの前駆体であるジヒドロケン
フェロールに 2 つの水酸基が導入されることにより生合成される。また、この反応は flavonoid 
3',5'-hydroxylase (F3'5'H) による(Fig. 4.2b)。これらのことから、赤皮(72218)から紫皮(JKP)への体細胞
変異の原因がF3'5'H機能の復帰によることが明らかである。ばれいしょの紫色発現はひとつの遺伝因子
P 座により決まることが知られており、紫色を発現する優性の対立遺伝子が F3'5'H をコードすることが明
らかとなっている(JUNG et al. 2005)。よって、JKPでの F3'5'H機能の復帰は、F3'5'H遺伝子自身の機能
復帰によると考えられた。 
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Fig. 4.2 Tuber pigmentation of 72218 and Jaga kids purple (JKP). a Tuber appearance of 72218 
and JKP. b Schematic pathway of anthocyanidin biosynthesis. Enzyme abbreviations are as 
follows: F3H, flavanone 3-hydroxylase; F3'5'H, flavonoid 3',5'- hydroxylase; DFR, dihydroflavonol 
4-reductase; ANS, anthocyanidin synthase; MT, anthocyanin 3'-methyltransferase. 
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4.3.2 F3'5'H遺伝子の解析 
 F3'5'H 遺伝子自身の機能復帰の可能性を調べるためにまず発現の解析を行った。紫皮の JKP および
赤皮である 72218 と JKP 同様に 72218 のプロトプラスト培養で得られた赤皮のジャガキッズレッド’90 
(JKR)について、塊茎皮での F3'5'H 遺伝子の転写を RT-PCR により比較したところ、赤皮品種では転写
量が JKPに比べ少なく、RT-PCR産物のサイズが大きいことが明らかとなった(Fig. 4.3a)。これら cDNA
の塩基配列を比較したところ、赤皮品種には Stowaway MITE (miniature inverted-repeat transposable 
element)が挿入しており、このMITEをdTstu1と命名した(Fig. 4.3b)。両者の塩基配列はこの挿入以外全
く同一であった。JKP の cDNA は 510 アミノ酸をコードしており機能する F3'5'H 遺伝子と考えられたが、
72218の cDNAは dTstu1内の終止コドンにより 24アミノ酸しかコードしておらず機能をもたない遺伝子と
考えられた。JKP の cDNA は JUNG et al. (2005)により報告された機能する F3'5'H 遺伝子(GenBank 
accession no. AY675558)に比べ 1アミノ酸長いことが明らかとなった。 
 次に JKPの F3'5'H cDNAをプローブとしたゲノミックサザンハイブリダイゼーションを行った。EcoRVで
ゲノミック DNAを消化した場合には 4本のバンドが検出されたが、このうち約 5 kbのバンドは JKPでの
み小さかった(Fig. 4.4a)。また、4本のバンドのシグナル強度に大きな差がないことから、これら 3つの品
種の F3'5'H遺伝子は最大で 4 コピー存在すると考えられた。次に 72218 と JKPの F3'5'H遺伝子の塩
基配列の決定を試みたところ、それぞれの品種から 3 コピーの F3'5'H 遺伝子が見出された。それらのう
ち上述の cDNAに対応する 1コピーのみ内部に EcoRVによる認識配列をもっていたことから、ゲノミック
サザンハイブリダイゼーションで 4本のシグナルが観察されたが、三倍体であるこれらの品種は 3 コピー
の F3'5'H 遺伝子をもつものと考えられた。72218 からは、dTstu1 を持つコピー(f3'5'h::dTstu1, DDBJ 
accession no. AB496977)、第 3エクソンが短いコピー(f3'5'h2, DDBJ accession no. AB496978)、第 3
エクソン後半のみのコピー(f3'5'h3, DDBJ accession no. AB496979)の 3種が同定された。一方、JKPか
らは dTstu1を持たないコピー(F3'5'H::rev, DDBJ accession no. AB496976)、f3'5'h2、f3'5'h3の 3種が
同定された。72218と JKPそれぞれ 3種の F3'5'H遺伝子の中に見出された唯一の相違は dTstu1の存
在であった(Fig. 4.4b)。また、塩基配列から前述の cDNA はそれぞれ 72218 が f3'5'h::dTstu1、JKP が
F3'5'H::revに対応する。なお f3'5'h2は、植物で知られているP450すべてに保存されているシグネイチャ
ーモチーフをもたないことから機能しないと考えられた。また、f3'5'h3は第 3エクソン後半のみしか持たな
いことからやはり機能しないと考えられた。 
 以上、赤皮の 72218では 3つの F3'5'H遺伝子すべてが機能せず、紫皮の JKPは 3つの F3'5'H遺伝
子のうち F3'5'H::revのみが機能すると考えられる。72218から JKPへの変異、すなわち赤から紫への体
細胞変異は、f3'5'h::dTstu1から dTstu1が抜け出ることによる F3'5'H遺伝子の復帰が原因であると結論
した。 
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Fig. 4.3 Flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3'5'H) transcripts in 72218, JKR and JKP. a RT-PCR 
products specific for F3'5'H gene using cDNAs synthesized from RNAs prepared from tuber 
skins of 72218, JKR and JKP as templates. The migration of molecular weight markers are 
shown on the right. b Schematic structure of cDNAs for F3'5'H gene in 72218, JKR (1) and 
JKP (2). Shaded boxes indicate the coding regions of F3'5'H cDNAs, thin lines the non-coding 
regions. The black box depicts the insertion of dTstu1. 
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Fig. 4.4 Flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3'5'H) genes in 72218 and JKP. a Southern blot analysis of genomic 
DNA digested with EcoRV and probed with a labeled RT-PCR product of F3'5'H ::rev. Approximate sizes are 
given on the left. The largest band represents f3'5'h2 since the EcoRV recognition site is absent in 7.8kb of 
determined sequence. The 6.3 kb fragment is derived from f3'5'h3. The rest of the bands represent 
f3'5'h::dTstu1 or F3'5'H::rev since both f3'5'h::dTstu1 and F3'5'H::rev have an EcoRV recognition site at the 
middle of the gene. b Structure comparison of F3'5'H genes. Both f3'5'h2 and f3'5'h3 are incomplete genes, 
f3'5'h2 lacks the latter half of the third exon and f3'5'h3 contains only the latter half of the third exon. Triploid 
red 72218 has only pseudo genes, f3'5'h::dTstu1, f3'5'h2 and f3'5'h3. Triploid purple JKP, somaclonal variant 
of 72218, has F3'5'h::rev, f3'5'h2 and f3'5'h3. Coding regions (shaded boxes) are separated by introns (lines) 
with the dTstu1 insertion depicted by a black bar. Arrows indicate the EcoRV recognition site in f3'5'H::dTstu1 
and F3'5'H::rev. c Structure of dTstu1 and the nucleotide and amino acid sequences of F3'5'H genes 
proximal to the dTstu1 insertion site. Wild type is the previously reported functional F3'5'H gene (Jung et al. 
2005). A pair of vertical sequences shows the TIRs where complementary sequences are hyphened. An 
asterisk indicates a stop codon present in f3'5'h::dTstu1. The footprint remaining after dTstu1 excision 
(including the duplicated TA target site) is underlined. 
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dTstu1
T-A
T-A
T-A
C-G
A-T
C A
T C
C A
A-T
G-C
*T-A
A C
T-A
IA-T
T-A
T-A
FT-A
A A
A-T
QC-G
C-G
C-G
ST-A
G-C
T G
LC-G
T-A
C-G
PC-G
C-G
T-A
LC-G
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4.3.3 可動な Stowaway MITE、dTstu1 
 dTstu1 は、239 bp と短く、A/T リッチ(67%)であること、挿入箇所の両端にある target site duplication 
(TSD)が TA であること、二次構造をとることおよび terminal inverted repeats (TIRs)の塩基配列
(CTCCCTCYGTC)から、BUREAU and WESSLER (1994)により報告された Stowaway MITEに属するトラ
ンスポゾンであるといえる(Fig. 4.4c)。dTstu1 に類似した配列は Solanum のみならず他のナス科植物、
Capsicum、Petunia、Nicotiana (GenBank accession nos. DQ309518, AY136628, AF277455)にも存
在することが確認された。 
 JKPの F3'5'H::revを既報の F3'5'H遺伝子(JUNG et al. 2005, GenBank accession no. AY675558)と
比較すると前述のとおり第 1エクソンに 1アミノ酸の挿入(バリン)がある。これは 3塩基(GTA)の挿入によ
るが、dTstu1からの G、TSDの TAからなる dTstu1の脱離によるフットプリントであると考えられる。フッ
トプリントは、トランスポゾン脱離に伴い観察される事象であるので、dTstu1 は活性のある可動なトランス
ポゾンと考えられる。イネの Stwoaway MITEとMariner様トランスポゾンのトランスポゼースを酵母に導
入することにより酵母細胞中で可動であることが報告されているが(YANG et al. 2009)、可動なMITEはイ
ネでしか報告がなかった。dTstu1は双子葉植物の可動なMITEの最初の知見である。 
 以上、72218が持っている f3'5'h::dTstu1は機能する F3'5'H遺伝子に dTstu1が挿入することにより機
能を失い、JKPが育成される過程で dTstu1が脱離することにより機能するF3'5'H::revが生成し紫色素を
生合成できるようになったと結論された。 
 
4.3.4 dTstu1に類似した可動なMITE、dTstu1-2 
 72218から JKPが育成される過程でdTstu1が脱離したのなら、同時に他の dTstu1様トランスポゾンが
転移する可能性が考えられる。そこで、トランスポゾンディスプレイによる 72218 と JKP の比較により
dTstu1 様トランスポゾンの転移を検出することを試みた。DNA フィンガープリント法として報告された
inter-MITE polymorphism検出(CHANG et al. 2001)を参考に、dTstu1に外向きにアニールするプライマ
ーを用いた PCRにより dTstu1様配列間の長さ多型を 72218と JKPで比較し、JKP特異的な約 2.5 kb
のバンドの塩基配列を決定した。この配列の周辺をインバース PCR により明らかにし、プライマー対を作
成し PCRを行なったところ 72218では 1本のバンドのみ増幅するのに対し、JKPではこのバンドの他に
約 0.2 kb 大きなバンドが増幅した(Fig. 4.5a)。両バンドの塩基配列を決定したところ、大きいバンドに
dTstu1とほぼ同じ塩基配列をもつ挿入が確認され、dTstu1-2と命名した。dTstu1-2は JKPが育成される
過程あるいはその後に 2塩基の TSD (TA)の間に挿入したと考えられた(Fig. 4.5b)。dTstu1 と dTstu1-2
は、どちらも長さは239 bpであり、4塩基の相違がみられた。このうち2塩基はTIRsに存在した(Fig. 4.6)。
このように 72218には転移活性のある Stowaway MITEが複数存在し、脱離と挿入のいずれも観察され
ることが明らかとなった。 
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 次に、どの程度の dTstu1 様トランスポゾンが転移しているのかを調査するために、より検出感度の高い
トランスポゾンディスプレイを試みた。dTstu1と dTstu1-2に共通の外向きプライマーとMseIアダプター配
列にアニールし 1 塩基の selective 塩基(T)をもつプライマーを用い PCR を行ったところ、72218、JKR、
JKPいずれの品種からも50以上のピークシグナルが得られた。ほとんどのピークは3品種間で同一であ
ったが、72218を基準として、JKRでは 3つの新たなピークが、JKPでは 3つの新たなピークと 1つのピ
ークの消失が検出された(Fig. 4.7)。このうち JKPの新たなピーク 1つは、前述した dTstu1-2の挿入によ
り予想される 315 bpの位置に観察された。一方、F3'5'H遺伝子からの dTstu1の脱離は、50 bpの位置
に予想されたが、判然としなかった。このようにほとんどのピークは 3 品種で保存されていたが、いくつか
のピーク多型が観察されたことから dTstu1様トランスポゾンの転移が示唆された。 
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Fig. 4.5 Insertion of dTstu1-2 in JKP occurring as a somaclonal variation. a PCR-amplified 
genomic region proximal to the dTstu1-2 target site in JKP in comparison with 72218. Insertion 
of dTstu1-2 yielded the larger amplified fragment in JKP. The migration of molecular weight 
markers is shown on the right. b Nucleotide sequences around the dTstu1-2 insertion site in 
JKP (1) and 72218 (2). The pair of vertical sequences represents the TIRs where hyphens 
connect complementary nucleotides. The target sequence TA and its duplication are 
underlined. 
a
72218 JKP 
5.2 kb
2.0 kb
1.6 kb
0.8 kb
b
(1)
(2)
T-A
T-A
T-A
C-G
A-T
T-A
T C
C A
A-T
G-C
T-A
A-T
T-A
A-T
T-A
T-A
T-A
A A
A-T
C-G
C-G
C-G
T-A
G-C
T G
C-G
T-A
C-G
C-G
C-G
T-A
C-G
dTstu1-2
T T T A T T T T A GT A T A GTAATTTTTTCA
T T T A T T T T A G T A------ - GTAATTTTTTCA
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*
dTstu1 CTCCCTCTGTCCCAATTTATATGACTCACTTTCCTTTTTAGTCAGTCCCAAAAAG
dTstu1-2 CTCCCTCTGTCCCAATTTATATGACTTACTTTCCTTTTTAGTCAGTCCCAAAAAG
*     
AATGACACATTTCTATTTTAAGTAACAATTTGCCTATGAAATGTCTTTTTTACCCTTAATGAAAT      
AATGACACATTTCTATTTTAAGTAACAATTTGCCTATAAAATGTCTTTTTTACCCTTAATGAAAT
*      
GATTTACAACCACACAAATTTCTATCATTCATTTTGGACCACAAGTTTTAAAAGTCTTTCCATTT      
GATTTACAACCACACAAAATTCTATCATTCATTTTGGACCACAAGTTTTAAAAGTCTTTCCATTT
*
TTCTTAAAGTTTGTGCCAAATCAAAGTACATCACATAAAATGGGACGGAGGGAG
TTCTTAAAGTTTGTGCCAAATCAAAGTACATCATATAAAATGGGACGGAGGGAG
Fig. 4.6 Sequence comparison between dTstu1 and dTstu1-2. Arrows indicate the 
sequences of TIRs. Nucleotide differences are marked by asterisks. 
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72218
JKR
JKP
Fig. 4.7 Transposon display using primers designed from sequences of dTstu1 and dTstu1-2. 
Mse+T was used as a selective primer. The left panels show peaks from 0 base to 120 bases, the 
middle from 120 to 360 bases and the right from 360 to 600 bases. Differences of JKR and JKP as 
compared with 72218 are indicated by arrows. An arrowhead shows a new peak of 315 bases in 
size. 
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4.4 考察 
 
MITEは遺伝子以外に挿入していることがほとんどで転移が表現型に現れにくいこと(OKI et al. 2008)、
およびコピー数の多さが個々の転移の検出を困難にしていることから転移についての知見は少なく、転移
の報告はイネのMITEのみであった。本研究で発見された dTstu1および dTstu1-2は双子葉植物で転移
することが明らかとなった初めての MITE であり、実際に動くことにより体細胞変異に関与することが示さ
れた。また、これまで植物細胞中での MITE の転移は Tourist で報告されているだけであったが、
Stowaway にも植物中で転移活性をもつコピーがあることが明らかとなった。MITE は潜在的な変異原で
あるとともに、新しい遺伝子の創出に関わることが示唆されており、転移にどのような要件が必要なのか
興味深い。Stowawayは TIRsの相同性からMariner様トランスポゾンがコードするトランスポゼースによ
り転移すると考えられており(FESCHOTTE et al 2005.)、イネの StowawayがイネのMariner様トランスポ
ゾンのトランスポゼースにより酵母中で転移することが報告された(YANG et al. 2009)。dTstu1 および
dTstu1-2 はトランスポゼースをコードしておらず転移には、トランスポゼースが供給される必要がある。こ
れらのトランスポゾンの転移に必要なトランスポゼースの同定が次の課題となる。真核生物に広く見出さ
れるMariner様トランスポゾンは、トランスポゼース供給の第一候補と考えられる。また、MITEディスプレ
イの結果からは少数のコピーで転移が示唆されたものの、多くのコピーは調査した 3品種間で維持されて
いた。転移活性のないコピーを同定し塩基配列を比較することおよび挿入箇所の特性を調査することによ
り、どのような要件が転移に必要なのかが明らかになるものと考えられる。 
緒言に記載したとおり、組織培養がトランスポゾンの転移を促すことが各種のトランスポゾンで報告され
ている(GRANDBASTIEN et al. 1989; HIROCHIKA 1993; JIANG et al. 2003; KIKUCHI et al. 2003; PESCHKE 
and PHILLIPS 1991; PESCHKE et al. 1987)。JKPが育成されたのと同じプロトプラスト培養の条件で、赤い
塊茎の 72218から 7%の頻度で紫塊茎をもつ再生植物体が得られた(OKAMURA 1991)。また、いくつかの
再生植物体の赤い塊茎に Fig. 4.8に示すような紫色のセクターが観察された。通常の塊茎増殖では紫塊
茎への変異は観察されないことから、プロトプラスト培養による植物体再生の過程で、dTstu1 の脱離が引
き起こされたと考えられる。組織培養におけるどのような要因が dTstu1 の転移を誘発するのかは今後の
課題である。組織培養中におこるトランスポゾンおよびトランスポゼース遺伝子の DNA 脱メチル化が、ト
ランスポゾンの転移を活性化するとの知見が報告されており(CHENG et al. 2006; KAEPPLER et al. 2000; 
LISCH 2009)、MITEの転移にも関わることが予想される。 
 さらに、MITE がどうして真核生物に広くかつコピー数多く存在しするのかについて現在明らかな解答は
ないが、真核生物ゲノムの構成や進化を理解する上で重要な解明すべき課題と考えられる。 
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Fig. 4.8 Tuber appearance of one of the plants 
regenerated from protoplasts of 72218. Arrows 
indicate purple variegation (which appear as a 
dark line in the picture) present against the red 
background.  
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第５章 総合考察 
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5.1 遺伝子の変異とトランスポゾン 
 
育種において遺伝情報を改変することがどのように達成されてきたのだろうか。本研究により、栄養繁
殖性作物で実際に育種に利用された変異のひとつの原因がトランスポゾンであることが示された。栄養繁
殖性作物では固定を行わないのでそれぞれの遺伝子座がヘテロである場合が多いことから、劣性方向
への体細胞変異が見出されやすいと考えられる。第2章のカーネーションの枝変わりでは、先祖返りが頻
繁に観察されたことから、第 3 章のカーネーション遺伝子では花弁に色の異なるセクターが多数現れるこ
とから予想されたとおり、いずれもトランスポゾンが変異の原因であった。第 4章のばれいしょの培養変異
ではどのような理由で変異がおこったのか予見できなかったが、トランスポゾンの関与による変異である
ことが明らかとなった。このように変異遺伝子の生成にトランスポゾンが一定の役割を果たしてきたことは
本研究の結果からも明らかであるが、今後さまざまな作物で複数品種のゲノム塩基配列が解読されれば、
どのような原因による変異が育種に利用されやすいのか議論できるようになると思われる。 
本研究により、品種育成に利用された枝変わり変異、変異遺伝子、ソマクローナル変異の原因として、
転移活性のあるそれぞれ hAT、CACTA、Stowaway MITEに属するクラス 2 トランスポゾンの関与が明ら
かとなった。本研究で用いたカーネーションとばれいしょはいずれも栄養繁殖性の作物であり、少なくとも
栄養繁殖性作物において遺伝子機能を破壊する変異にトランスポゾンが関与してきたことが示された。3
例の原因となったトランスポゾンはすべてクラス 2 (DNA型)に属していたが、それぞれ異なるタイプのトラ
ンスポゾンであった。これまでに、クラス 1 トランスポゾン(RNA型)であるレトロトランスポゾンが、ブドウの
アントシアニン生合成を制御する遺伝子の機能破壊や(AZUMA et al. 2009; KOBAYASHI et al. 2004)、カー
ネーションの色素を配糖化する酵素の機能喪失(NISHIZAKI et al. 2011) の原因であることが報告されてお
り、遺伝子機能の改変にはクラスを問わずトランスポゾンが少なからず寄与していると考えられる。また、
イネ、トウモロコシやキンギョソウなど各種の植物で報告されているトランスポゾンによる機能喪失遺伝子
の報告を合わせて考えてみても、トランスポゾンの種類により遺伝子の機能改変を引き起こしやすい、あ
るいは育種に利用されやすいトランスポゾンがあるとは考えにくい。MITE は他のクラス 2 トランスポゾン
に比べことのほかゲノム内のコピー数が多いが、可動なコピーが限られていることから特に変異を生じや
すい因子とはなっていないと考えられる。Stowaway MITE は単子葉、双子葉を問わず広くかつコピー数
多く存在するが、dTstu1 は世界で初めて同定された双子葉植物で可動な MITE である（第 4 章）。また、
植物ゲノム内で可動なStowaway MITEとしても世界で初めて同定されたコピーである。各種のトランスポ
ゾンに遺伝子改変を引き起こす場所への挿入指向性に相違がないならば、可動なコピーと転移しないコ
ピーの相違を明らかにしゲノム内に存在する可動なトランスポゾンのコピー数を推定することにより、それ
ぞれのトランスポゾンの変異原因への寄与を見積もることが可能になると考えられる。 
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5.2 育種におけるトランスポゾンの利用 
 
トランスポゾンにより遺伝子機能を改変しようとすると、遺伝子のプロモーター等を含む遺伝子部分や
その近傍に挿入し得るトランスポゾンでなければならない。また、品種が成立するには変異遺伝子が安定
であることが重要であり、安定性の観点からはコピー&ペーストにより転移し一度挿入すると抜け出る可
能性の低いクラス 1 のトランスポゾンが有利であると考えられる。一方、カット&ペーストにより転移するク
ラス 2 トランスポゾンは、転移活性化および不活性化を制御し効率的な遺伝子機能破壊を可能とすること
ができれば重要な育種ツールとなり得る。 
クラス 2 トランスポゾンでは、転移に必要な酵素であるトランスポゼース遺伝子を内部にコードする自律
性因子より他の遺伝子座にトランスポゼース遺伝子をもつ非自律性因子のほうが転移を制御しやすく育
種上扱いやすいと考えられる。つまり、転移を誘発したいときにトランスポゼース遺伝子をもつ系統と交雑
しトランスポゼースを供給し、安定化を図りたいときにトランスポゼース遺伝子座を持たない後代を選抜す
ることにより転移の活性化および安定化が可能となる。しかし、栄養繁殖性作物ではひとつあるいは少数
の形質のみの改変を目指す場合が多く、交雑せずに変異を誘発することが求められる。このような場合、
トランスポゼース遺伝子の一過的発現で転移の一時的な活性化を実現することは有効な手段になり得る。
トランスポゾンが遺伝子プロモーター、エクソンあるいはエクソン－イントロン境界に挿入し変異が誘発さ
れたた場合には、トランスポゾン挿入箇所からさらに他の場所に転移させることにより変異の安定化を図
ることが可能である。脱離に際しフットプリント塩基配列が後に残り、フレームシフト、ナンセンス変異、アミ
ノ酸置換、アミノ酸挿入などがおこるので、このような変異個体を選抜することによりトランスポゾンの挿入
によらない安定した変異体を得ることができる。同じ表現型を示すトランスポゾン挿入変異体の中から、よ
り安定化が容易な変異個体さらにはトランスポゾン脱離により安定化した変異個体を選抜することは、育
種上重要な観点と考えられる。しかし、第 2 章や第 3 章の例のようにトランスポゾンがイントロンに挿入し
た場合、安定した変異体を育成するためにはトランスポゾン自身の転移制御が必要となる。トランスポゾ
ンの活性化要因として各種のストレスが示唆されているが、未だその機構は解明されておらず今後の研
究課題である。本研究で同定された 3 種のトランスポゾンのうち Tdic101 のみトランスポゼース遺伝子と
考えられるオープンリィーディングフレーム(ORF)を含んでいたが、このORFが Tdic101の転移を司るこ
との証明には至っていない。転移の制御について明らかにしていくためにはそれぞれのトランスポゼース
の同定が次の課題となる。 
以上、育種への利用についてトランスポゾン挿入変異を考えると、同じ表現型であってもどのようなトラ
ンスポゾンが遺伝子のどの部分に挿入しているかは重要な相違点である。扱いやすい変異遺伝子を把握
し利用していくことで育種の効率が向上するものと考えられる。 
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5.3 トランスポゾンと作物の進化 
 
作物の育種では短期間にゲノムが変化していく。人為的な力とそれによる大きなバイアスがかかって
はいるが、作物育種は進化のモデルとして解析の価値があると考えられる。育種における変異創出の重
要な要素である遺伝情報の機能改変要因としてトランスポゾンが果たしてきた役割は小さくなく、栽培化を
含めた作物進化にも大きな役割を果たしてきたと考えられている。(LISCH 2013)。 
近年、ゲノム塩基配列が容易に解読できるようになりつつあり、モデル植物に限らず作物でもゲノム塩
基配列が明らかとなってきている。育種の手を経ていないシロイズナズナでは、ゲノム配列の 2 割弱がト
ランスポゾンとされており(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000)、イネでは 2~4割がトランスポゾン
由来配列とされている(GOFF et al. 2002; INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT 2005; 
TURCOTTE et al. 2001; YU et al. 2002)。また、本研究の材料としたカーネーションおよびばれいしょいず
れの作物でもゲノム塩基配列が近年明らかとなり、カーネーションゲノムの約 3割、ばれいしょゲノムの約
6 割がトランスポゾン配列であると報告されている（THE POTATO GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 
2011; YAGI et al. 2013）。育種の過程で遺伝子の改変にトランスポゾンを利用してきたならば、作物には
変異を誘発することができる転移活性のあるトランスポゾンが集積していると考察される。今後、野生植
物と作物で転移活性を有するトランスポゾンを比較することにより、作物の進化に果たしてきたトランスポ
ゾンの役割の大きさを評価することが可能になると考えられる。 
また、ゲノム塩基配列とともに各種遺伝子の機能やその調節機構が次々に明らかとなっている。今後、
遺伝子変異の誘発は ZFN、TALEN  (TALE nuclease)などの人工ヌクレアーゼ(CURTIN et al. 2012; 
JOUNG and SANDER 2013; PODEVIN et al. 2013)を用い目的的に変異を作り出す手法が効率的な育種を
実現するために主要なツールとなっていくと予想され、トランスポゾンを用いた変異誘発の育種技術として
の必要性は徐々に小さくなっていくと考えられる。しかし、これまでにどのような変異が育種に利用されそ
れらがどのように誘発されたのかを知ることは、育種の標的となる遺伝子およびその改変の機構を把握
する上で重要と考えられる。さらに、栽培化や作物の進化、植物の進化あるいはゲノムの進化のメカニズ
ムを知り、トランスポゾンの果たした役割を正確に把握し評価することには大きな意義があると考えられる。
現存生物のゲノムの大きな部分がトランスポゾン由来配列により構成されていることは、トランスポゾンが
少なくともゲノムの進化に寄与してきたことを物語っている。 
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作物の育種における遺伝変異の創出には、交配などによる遺伝情報の取り込みおよび組換えと、遺伝
情報の機能破壊を含む機能改変が利用される。栄養繁殖性の作物では、体細胞変異による遺伝情報の
機能改変は有用な育種の手段として用いられてきた。体細胞変異の原因として、DNA レベルでは塩基置
換、挿入、欠失、メチル化、脱メチル化、染色体レベルでは挿入、欠失、転座などがあげられる。このよう
な遺伝情報の変化を引き起こす要因のひとつとしてトランスポゾンの関与が考えられる。 
各種生物のゲノムが解読され、植物、動物を問わず真核生物ゲノムの大きな部分を多数のトランスポ
ゾンが占めていることが明らかとなり、トランスポゾンはゲノムの構成要素としても着目されている。なぜこ
のように多くのトランスポゾンに由来する塩基配列がゲノムを構成しているのかは明らかになってはいな
いが、ゲノムや個々の遺伝子の進化や新たな遺伝子の創出に影響を与えてきたと示唆されている。この
ようにトランスポゾン様配列は真核生物種に広くかつ数多く存在するが、ほとんどのトランスポゾン様配列
はゲノム中での転移能力を失っており、転移活性をもち体細胞変異に寄与するトランスポゾンは限られて
いると考えられる。また、どのようなトランスポゾンが育種の場面で利用されてきたのかについて議論する
には知見が少ない。 
そこで本研究では、栄養繁殖性作物で実際に品種育成に用いられた体細胞変異(枝変わり、培養変異)
および変異遺伝子を解析することにより転移能を有するトランスポゾンをそれぞれ同定し、トランスポゾン
の遺伝情報破壊への関与を検証した。 
 
 
1. カーネーションの枝変わり変異を誘発する hAT トランスポゾン 
 栄養繁殖性作物の品種育成において重要である枝変わりの原因について、カーネーションでは頻繁に
枝変わりが利用されるにも関わらず、ほとんど知見がない。本研究では、紫から濃ピンクへの花色の枝変
わりを解析することにより、Tdic101と命名した可動な hAT トランスポゾンの転移が枝変わりを誘発するこ
とを見出した。花色の変異は、紫色色素の生合成を司る flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H)遺伝子の第 2イ
ントロンに Tdic101 が挿入することに起因していた。そして、変異体に部分的に起こる紫花色への先祖返
りでは、このトランスポゾンがフットプリント配列を残し脱離していた。フットプリント配列は残っているがイ
ントロンであるため Tdic101 の脱離により F3'H が復帰し、紫色への先祖返りが起こったと結論した。
Tdic101はその塩基配列からトランスポゼースをコードする自律性因子と考えられた。また、Tdic101に類
似するがトランスポゼースを内部にコードしない非自律性トランスポゾンである dTdic102 も変異体では転
移していることが明らかとなった。dTdic102 の転移は、例えば Tdic101 など他のゲノム上の位置に存在
するトランスポゼースにより引き起こされたと考えられる。以上、カーネーションの枝変わり変異の一因と
してトランスポゾンが関与することが明らかとなった。 
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2. トランスポゾン脱離により復帰したカーネーション花色の濃淡を決める遺伝子の解析 
カーネーションのグルタチオン-S-トランスフェラーゼ遺伝子 DcGSTF2 が花色の濃淡に関わり、ナンセ
ンス変異を持つDcGSTF2muとトランスポゾン dTac1が第1イントロンに挿入したDcGSTF2-dTac1の 2
つの機能しない遺伝子が明らかとなっている。本研究では，dTac1 には転移活性があり、これが脱離する
ことにより DcGSTF2遺伝子が復帰することを示した。淡ピンク花色の品種 Daisyは機能しない 2種の遺
伝子を持ち、Daisy から偶発的に得られた濃花色の変異体 Daisy-VPR では、DcGSTF2-dTac1 から
dTac1が消失していた。dTac1の脱離により復帰したDcGSTF2rev1が生じ、濃色への花色変化がおこっ
たことが示された。次に、淡花色の系統 06-LA と濃花色の品種 Spectrum の交雑後代について
DcGSTF2遺伝子の分離を解析した。濃色の後代のみがSpectrum由来の機能するDcGSTF2rev2を持
ち、淡色の後代では両親由来の機能のない DcGSTF2mu と DcGSTF2-dTac1 を有していたことから、
DcGSTF2rev2 が機能する遺伝子であることが示された。DcGSTF2rev2 には dTac1 が挿入していた場
所にフットプリント配列が存在することから、dTac1 の脱離により生じたと考えられた。さらに、6 品種の
DcGSTF2遺伝子を調査したところ、DcGSTF2rev1および DcGSTF2rev2はカーネーションの育種に利
用され、後者は半世紀以上にわたり利用されてきたことが明らかとなった。 
 
 
3. ばれいしょ体細胞変異を誘発する Stowaway MITE 
 Miniature inverted-repeat transposable element (MITE)は真核生物のゲノムに数多く存在するが、ほ
とんどが転移する活性をもたないと考えられている。植物には、Tourist と Stowaway と呼ばれる２つの主
要な MITE が存在する。MITE がイネで可動であることは報告されているが、双子葉植物で可動な MITE
の報告はない。本研究により、ばれいしょで Stowawayに属するMITEが可動であり、塊茎皮色の変異を
引き起こすことが明らかとなった。、赤皮のばれいしょ品種では、dTstu1 と命名した Stowaway に属する
MITEが紫色素の生合成に関与する flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3'5'H)遺伝子の第1エクソンに挿入す
ることで遺伝子の機能を喪失させていた。この赤皮品種の葉肉プロトプラスト由来の紫皮体細胞変異体で
は、F3'5'H から dTstu1 がフットプリントを残して消失していた。このことから赤から紫への塊茎色の変異
が、F3'5'H に挿入する dTstu1 の脱離によることが示された。変異体では dTstu1 と塩基配列がほぼ同じ
dTstu1-2 が新たなゲノム上の位置に挿入していることも明らかとなった。これらのことから Stowaway 
MITEが少なくとも組織培養という条件下で転移能を有することが示され、双子葉植物でもMITEが可動で
あることが明らかとなった。 
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 本研究により、栄養繁殖性作物で実際に育種に利用された枝変わり変異、変異遺伝子、プロトプラスト
培養によるソマクローナル変異がクラス 2 (DNA型) のそれぞれ hAT、CACTA、Stowaway MITEに属す
る転移活性のあるトランスポゾンにより引き起こされたことが示された。これまでに、クラス 1 トランスポゾ
ン(RNA 型)が、ブドウやカーネーションの遺伝子機能喪失の原因であることが報告されており、育種にお
ける遺伝子機能の改変にはクラスあるいは種類を問わずトランスポゾンが寄与してきたと考えられる。 
トランスポゾンによる変異を育種に利用する場合、遺伝子あるいはその近傍への挿入しやすさおよび
変異遺伝子が安定であることが重要である。コピー&ペーストにより転移するクラス 1 のトランスポゾンは、
転移の促進が可能であれば安定性の観点からは有利であると考えられる。カット&ペーストにより転移す
るクラス 2 トランスポゾンでは、転移の活性化および不活性化の制御が重要となる。クラス 2 トランスポゾ
ンでは、トランスポゼース遺伝子を内部にコードする自律性因子より他の遺伝子座にトランスポゼース遺
伝子をもつ非自律性因子のほうが交雑によりトランスポゾンとトランスポゼース遺伝子を分離することが
できるので転移を制御しやすいと考えられる。しかし、栄養繁殖性作物では交雑せずに変異を誘発するこ
とが求められるので、トランスポゼース遺伝子の一過的発現は有効な手段になり得る。トランスポゾンが
遺伝子プロモーター、エクソンやエクソン－イントロン境界に挿入し変異が誘発されたた場合には、脱離
の際にフットプリント配列を残すことを利用し自律性、非自律性を問わず挿入箇所からさらに脱離を促すこ
とにより変異の安定化を図ることが可能である。しかし、イントロンにトランスポゾンが挿入した変異体では、
安定変異体を育成するためにはトランスポゾン自体の転移制御が必要となる。転移の制御について明ら
かにしていくためにはそれぞれのトランスポゼースの同定が次の課題となる。 
人為的な力とそれによる大きなバイアスがかかってはいるが、作物育種は進化のモデルになり得る。
栽培化を含めた作物進化にトランスポゾンは大きな役割を果たしてきたと考えられている。育種の過程で
遺伝子の機能改変にトランスポゾンが利用されてきたならば、作物には変異を誘発するトランスポゾンが
集積していると考察される。 
近年開発された人工ヌクレアーゼは、目的的な遺伝子変異誘発手法として効率的な育種を実現するた
めの主要なツールとなっていくと予想され、トランスポゾンを用いた変異誘発は育種技術としての有用性
は小さくなるかもしれない。しかし、これまでにどのような変異が育種に利用されそれらがどのように誘発
されたのかを知ることは、育種の標的となる遺伝子およびその改変の機構を把握する上で重要であると
考えられる。また、栽培化や作物の進化、植物の進化あるいはゲノムの進化のメカニズムを知るために
は、トランスポゾンの果たした役割を正確に把握し評価することが必要であると考えられる。現存生物の
ゲノムの大きな部分がトランスポゾン由来配列により構成されていることは、トランスポゾンが少なくともゲ
ノムの進化に寄与してきたことを物語っている。 
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